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“El conocimiento genuino se perfecciona a si mismo
cuando deja de ser una esencia abstracta y se convierte en
un simple impulso humano, en voluntad... revelandose en
una nueva configuraciéon con cada accion, aniquilandose y
construyéndose a si mismo cada dia, como lo hace un
individuo libre y unico.”

Max Stirner

“La creatividad es un desafio. Requiere que seamos
individuos plenos -auténomos y comprometidos,
independientes como interdependientes. La creatividad es
la union del conflicto entre nuestra individualidad y
nuestra sociabilidad. Exalta la comunidad de nuestra
especie, a la vez que nos mantiene como individuos
unicos.”

Greg Graffin

“La observacion nos provee de datos empiricos que
usamos para formar nuestras conclusiones, generando
emociones para las que no hay sustitutos -entusiasmo,
sorpresa y placer, los cuales son impulsos necesarios para
la construccion de la imaginacion. Estos impulsos
encienden la chispa de la maquinaria cerebral, cuyo brillo
es necesario para la formacion de la intuicion y las
hipdtesis razonables.”

Santiago Ramén y Cajal
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RESUMEN

La pérdida parcial o total de la vista conduce a una reestructuracién morfo-funcional del cerebro
caracterizada por: 1) la expansion de las cortezas somatosensorial (S1) y auditiva primarias, 2) la
reactivacion del area cortical privada de la vista por aferentes relacionadas con la somestesia y la
audicion y 3) la disminucién o el incremento de la transmision sinaptica excitatoria en las
cortezas expandidas o en la corteza privada, respectivamente. Por afios se ha asumido, no sin
alguna controversia, que dichas modificaciones conducen a cambios de las habilidades
perceptuales somestésicas y auditivas en los individuos invidentes. La somato-percepcion, sin
embargo, no s6lo depende de la informacion sensorial entrante, sino también de la interaccion de
ésta con los patrones de actividad espontanea que ocurren en las redes neuronales responsables
de procesarla. De esta forma, las diferencias senso-perceptuales relativas a las modalidades
somestésica y auditiva reportadas entre los individuos que poseen una vista intacta y aquellos
invidentes, podrian también resultar de modificaciones en los patrones de actividad cortical
espontanea en los territorios expandidos. Con esto en mente, en el presente trabajo evaluamos y
comparamos la actividad neuronal espontanea en la representaciéon de las vibrisas faciales
ubicadas en S1 de ratas adultas control y de aquellas cegadas al nacimiento. Estos grupos de ratas
también fueron entrenadas para resolver una prueba de navegacion espacial en un laberinto con
la intencion de explorar posibles relaciones entre la modificacidon en los patrones de actividad
cortical espontanea y la ejecucidon de tareas de exploracion espacial. Los resultados mostraron
cambios en la organizacion temporal de los patrones de actividad neuronal entre ratas control y
enucleadas. Dichos cambios no se acompafiaron de diferencias en las habilidades exploratorias
mostradas por ambos grupos de animales. Los resultados sugieren que la enucleacién neonatal
conduce a incrementos discretos de la actividad neuronal espontanea en S1, asi como a una
reorganizacion temporal de sus oscilaciones. Dichos cambios parecen susceptibles a ser
modificados por procesos cognitivos, situacidon que sugiere pudiesen jugar un papel central en las
diferencias de las habilidades senso-perceptuales reportadas entre individuos con visién intacta

y aquellos con pérdida de la misma.



INTRODUCCION

La pérdida de los 6rganos sensoriales a lo largo de la vida postnatal conduce a una mayor
reestructuraciéon morfoloégica y funcional del cerebro conocida como plasticidad intermodal
(Hamilton y Pascual-Leone, 1998; Pascual-Leone et al.,, 2005). Asi por ejemplo, en el caso de la
vision, la pérdida de la retina al nacimiento promueve por un lado que las vias talamo-corticales
auditivas y somestésicas ocupen una mayor area de representacion en la corteza cerebral, y por
otro que las regiones corticales relacionadas con el procesamiento de la vista se tornen
responsivas a estimulos auditivos y somestésicos (Bronchti et al., 1992; Bavelier y Neville., 2002).
En particular, en la corteza somatosensorial primaria (S1) de roedores, su expansion se
acompafa de cambios en las propiedades receptivas a estimulos sensoriales provocados a través
de las vibrisas mistaciales (Toldi, Rojik y Fehér., 1994; Bronchiti et al,, 1992; Toldi, Farfas y
Volgyi., 1994). Estos resultados han llevado a la propuesta de que la respuesta plastica
intermodal observada en individuos invidentes depende de la experiencia y por ello es de
naturaleza compensatoria (Toldi et al., 1996; Rauschecker y Korte, 1993; Izraeli et al., 2002;
Piché etal.,, 2007).

No obstante la aceptacién generalizada de la postura descrita, la percepcion somestésica
no sélo depende de la informacion entrante recabada a través de los 6rganos sensoriales. El
filtraje, procesamiento e integracion de ésta también dependen de la interaccion de la actividad
provocada con aquella generada de manera espontanea en los ensambles de neuronas que la
procesan (Tsodycs et al., 1999; Ringach, 2009). Asi, el objetivo central del presente trabajo fue
determinar si la enucleacién perinatal modifica los patrones de actividad espontanea talamo-
corticales somatosensoriales y, de ser asi, si dichos cambios mejoran la ejecucion de tareas de

navegacion espacial.



ANTECEDENTES

Ceguera y plasticidad intermodal en la corteza somatosensorial primaria de la rata:
Fenomenologia, causas proximas y consecuencias.

En la rata, S1 contiene una representacion corporal o “ratiinculo” constituida por unidades
citoarquitecténicas denominadas barriles (Fig. 1, Woosley y Van der Loos H, 1970). En su
mayoria, estos barriles reciben informacion de pelos sensoriales denominados vibrisas ubicados
en el cojinete facial, en el arco supraorbitario, en el pabellon auricular externo y en las regiones
interdigitales de las patas. Los cojinetes plantares y agrupaciones de mecanorreceptores
distribuidos por debajo de la superficie corporal también son fuentes de informacion

somatosensorial para el ratinculo.

Los barriles poseen un componente neuronal constituido por neuronas espinosas
estelares glutamatérgicas e interneuronas inhibitorias GABAérgicas (Fig. 1; Liibke et al, 2000;
Porter et al., 2001; Liibke y Feldmeyer, 2007; Schubert et al, 2007; Sun et al., 2006; Petersen,
2007). Ademas reciben aferentes provenientes del nucleo ventroposteromedial del tadlamo (VPM)
(Killackaey et al., 1995) y del hemisferio contralateral (Olavarria et al., 1984). Estos elementos se
complementan con [110-15% de vasos sanguineos (Riddle et al,. 1993) y [13-5% de astrocitos,

éstos ultimos mas numerosos en las paredes de los barriles (Giaume et al., 2009).
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Figura 1. Via somatosensorial que muestra el correlato entre las organizacion de las vibrisas en el cojinete
contralateral y la organizacién del Subcampo Posteromedial de Barriles (PMBSF). En el campo de barriles
se observa a nivel de la capa IV las unidades citoarquitecténicas multicelulares llamadas barriles,
compuestas basicamente de neuronas excitatoria e inhibitorias. Tomado y modificado de Petersen, 2007.



Cuando la rata pierde la retina en los estadios temprano del desarrollo postnatal, la
degeneracion de la neuronas ganglionares y por consecuencia de sus proyecciones centrales
(Bavelier y Neville, 2002; Kupers et al., 2011) conduce a la expansion de S1 (Fig. 2; Bronchiti et
al., 1992; Rauschecker et al., 1992; Toldi, Rojik y Fehér.,1994; Zheng y Purves, 1995; Bavelier y
Neville, 2002; Bubic, et al., 2010). Aunque se asume que la expansion de S1 es el resultado del
incremento en el uso de las vibrisas durante el desarrollo postnatal (e.g., Zheng y Purves, 1995),
estudios recientes retan esta postura al mostrar que la expansiéon ocurre como el resultado de la
especificacion temprana de S1, de una aceleracion del crecimiento de las aferentes talamo-
corticales y el crecimiento exacerbado de éstas al menos en ratas enucleadas al nacimiento

(Fetter-Pruneda et al.,, 2013).

En el caso de animales que adquieren la deficiencia visual a mayor edad, se supone que la
expansion de S1 ocurre como resultado del desenmascaramiento de conexiones redundantes
preexistentes, cambios en el tono de la inhibicion lateral (Kupers et al., 2011); promocién de la
facilitacion sinaptica asociada a incrementos en la disponibilidad de serotonina (Jitsuki et al.,
2011); formacion de nuevas sinapsis relacionada con un rebrote de las aferentes talamo-
corticales y la reorientacion de dendritas de las neuronas corticales (Toldi, Rojik, y Fehér., 1994;
Bavelier y Neville, 2002; Noppeney, 2007); modificacién de las propiedades funcionales de los
campos receptivos (Diamond et al., 1993; Lebedev et al., 2000; Dinse y Boehmer, 2002; Benali et
al., 2008; Guic et al., 2008; de Celis et al., 2008); incrementos en la disponibilidad de BDNF, CREB
(Fox K, 2009) y acetilcolina (Feldman y Brecht, 2005); modificacién de los procesos de seleccion
sindptica competitiva modulados por eventos de espiga-disparo (Foeller y Feldman, 2004), y
cambios en la fuerza de conectividad sinaptica al igual que en la selectividad de los botones
axonales (Holmaat y Svoboda, 2009). Aparentemente, estos cambios anatomo-funcionales se
asocian con aquellos relativos a las propiedades de procesamiento de informacidn de los barriles,
que en consecuencia modifican las habilidades somestésicas (ver abajo; también Rauschecker et
al 1992; Toldi et al., 1996; Hamilton y Pascual-Leone, 1998; Bavelier y Neville, 2002; Kahn y
Krubitzer, 2002; Newton et al., 2002; Pascual-Leone et al., 2005; Karlen et al., 2006; Sadato et al.,
1996; Noppeney, 2007; Piché et al, 2007; Kupers et al, 2011). Asi, en favor de la idea que
sostienen que los cambios anatomo-fisiol6gicos descritos se asocian con modificaciones de las

habilidades somestésicas en individuos invidentes, Toldi et al (1994) mostraron que la expansion



de los campos receptivos de neuronas somatosensoriales (ver también Bronchiti et al., 1992), se
asocia con el incremento en la sensibilidad angular de las vibrisas a diferentes grados de flexion
(Toldi, Farfas y Volgyi., 1994). En humanos con ceguera congénita, registros de potenciales
somatosensoriales provocados mostraron la expansion cortical de las representaciones de los
dedos usados en lectura Braille (Marabet y Pascual-Leone, 2010), mientras que estudios de
estimulacidn tactil con y sin entrenamiento Braille mostraron la activacion de areas de la corteza
visual (Sadato et al., 1996; Cohen et al., 1997; Sadato et al., 2002; Renier et al,, 2010). En estas
personas la activacion de la corteza visual durante la demanda de tareas somestésicas se ha
relacionado al aumento en discriminacion tactil (Sadato et al., 2002; Cohen et al., 1997; Lewis et
al., 2010) expresada a través de disminucion de umbrales tactiles, alta resolucion espacial tactil y

navegacion espacial superior (Hamilton y Pascual-Leone, 1998; Bubic, et al., 2010).

Rata normal Rata enucleada

Figura 2. Degeneracion de la corteza visual (V1) e hipertrofia de las cortezas sensoriales auditiva (A1) y
somatosensorial (S1) debido a la enucleacién.

Procesamiento de informacion y actividad espontanea cortical

Desde hace ya varias décadas ha quedado claro que la actividad eléctrica espontanea, lejos
de ser ruido, regula procesos fundamentales del desarrollo del sistema nervioso entre los que se
incluyen la proliferaciéon, la diferenciacion y migracion neuronal, el crecimiento axonal y
dendritico, la especificacion fenotipica neuronal y la seleccién o construccion sinaptica, entre
otros (Peinado A, 2000; Corlew et al, 2004; Spitzer, 2006; Moody y Bosma, 2005; Sun y
Luhmann, 2007).
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En animales maduros, la actividad espontanea en la corteza cerebral persiste incluso en
ausencia de estimulacidn sensorial o de la generacién de comandos motores (Yuste et al., 1995;
Klostermann y Wahle, 1999; Mao et al., 2001; McCormick, 1999; Peinado, 2000; McCormick et al.,
2003; Petersen et al.,, 2003; Petermann et al., 2009; Fox y Raichle, 2007; Le Bon-Jego y Yuste,
2007; Ringach, 2009; Destexhe, 2011). Esta actividad, de naturaleza oscilatoria, se origina
principalmente en las capas Vy VI y se propaga a través de S1 consecutivamente a las capas IV, III
y II (Fig. 3; Crochet y Petersen, 2009). Posee una estructura constituida por espigas unitarias y
conjuntos de espigas o rafagas (~1-5 espigas/seg en periodos de 20s'l; Amit y Brunel, 1997)
separados por periodos de bajas frecuencias. Estas espigas parecen ser generadas a través de la
excitacion reverberante relacionada con actividad sinaptica excitatoria recurrente modulada por
procesos inhibitorios y/o por corrientes catidnicas intrinsecas hiperpolarizantes (H), corrientes
persistentes de Na* (Nap) o de calcio dependientes de voltaje (Mao et al., 2001; McCormick et al.,

2003).

En la corteza cerebral, distintos patrones de actividad espontanea se relacionan con
diferentes estados mentales (Erchova y Diamond, 2004), estos patrones modulan las respuestas
neuronales a estimulos discretos, regulan la transformacion de la informacion aferente sensorial
en respuestas motoras, incrementan la respuesta neuronal durante procesos relacionados con la
atencion y la operacidon funcional de vias de retroalimentacién en la arquitectura cortical
(McCormick et al., 2003); parece también afectar la estabilidad de la membrana post-sinaptica
modulando la integracién temporal de los estimulos (Shulz y Jacob, 2010), asi como afectar los
mecanismos sinapticos de potenciacidon y depresion de largo plazo (Crochet et al, 2006). Por
todo esto se piensa que la actividad espontanea juega un papel central en el procesamiento e
integracion de la informacion sensorial. En apoyo a esta idea, se ha reportado que la estimulaciéon
in vitro de una columna cortical somatosensorial conduce al decremento de la actividad
espontanea en las capas IV, III/II en la columna estimulada, pero no en columnas adyacentes
(Quairiaux et al, 2007). Una situaciéon similar se observa en la S1 de roedores en el que el
movimiento de las vibrisas se ha sincronizado (Diamond et al., 1993). La estimulacion de las
vibrisas en ratas conscientes también bloquea las descargas espontaneas corticales en S1
(Sachdev et al.,, 2000). La interaccidon entre la actividad aferente y la espontanea local no es

unidireccional, ya que se ha visto que las respuestas sensoriales corticales provocadas
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registradas en las capas III/Il de S1 pueden ser suprimidas por las ondas de actividad espontanea

(Petersen et al., 2003).

Actividad espontanea

CAANAA A AAAAA
ANANA A AAAAA

v AAANAA AAAAA

Sy AAAAA AAAAA
AAAAAN<— AAAAA
mYYYY: AAAAA
ADAAA AAAAA

. L umbral de potencial . . . .
Asm actividad A actividad de accion —} origen de actividad excitatoria

* propagacion de la senal a través de los circuitos excitatorios locales

Figura 3. Modelo del origen y propagacién de la actividad espontdnea. La actividad espontanea se origina
principalmente en la capa V, propagando su actividad excitatoria horizontalmente y verticalmente a las
capas supragranulares IV y II/IIl. Tomado y modificado de Crochet y Petersen, 2009.

Como participa la actividad espontdnea en el procesamiento e integraciéon de la
informacion neuronal en la corteza cerebral es ain poco claro (Le Bon-Jego y Yuste, 2007). No
obstante, se ha propuesto que ésta actividad esta compuesta de un estado a la baja o “DOWN” en
el que el potencial de membrana permanece en una fase estable de x~75mV (estado de reposo
neuronal) y un estado a la alta “UP” a *-55mV (estado activado neuronal) en el cual hay
fluctuaciones importantes del potencial de membrana colocando a las neuronas cercanas al
umbral de despolarizacién (Petersen et al., 2003). En particular, se ha postulado que el estado
“UP” es generado por la convergencia de potenciales postsinapticos excitatorios (EPSP) y
potenciales postsinapticos inhibitorios (IPSP), cambiando las propiedades aferentes-eferentes de
las neuronas corticales debido a las modificaciones en el potencial de despolarizacion, con el
incremento en la conductancia y el incremento en el potencial de membrana, generando una
facilitacion de la respuesta neuronal (McCormick et al, 2003; Destexhe A, 2011). En
complemento de esto, y con relacion a los procesos conductuales, la actividad espontanea parece

estar involucrada en la modulacién de respuestas discretas a estimulos sensoriales y a la
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consolidacion de los procesos de memoria que se generan en estados de vigilia (Steriade M, 2001;
McCormick et al., 2003). Otros estudios han postulado que esta actividad no se presenta como
“ruido” en las redes neuronales sobre el cual se superpone la actividad provocada, sino actia
como un componente integrador del procesamiento sensorial (Fiser et al, 2004) y que al
interactuar continuamente con los estimulos sensoriales reestructura su distribuciéon temporal
generando un estado predictivo sobre las aferencias sensoriales (Fox y Raichle, 2007; Ringach,
2009; Berkes et al.,, 2011). Ademas se ha propuesto que la actividad espontanea juega un papel
importante en la generacion de oscilaciones, sincronizacion, y distribuciéon de la informacién
cortico-cortical entre multiples modalidades sensoriales (Petersen et al., 2003; Petermann et al.,

2009; Takagaki et al., 2008).

Cegueray actividad espontanea cortical

No obstante la evidencia que sugiere la participacion de la actividad espontanea en
procesos cognitivos y sensoriales, poco se sabe sobre su participacion durante y después de la
ocurrencia de procesos de reorganizacion cortical durante la plasticidad intermodal. Estudios
electrofisiologicos realizados en el hamster, sin embargo, sugieren que la actividad espontanea
registrada en la corteza visual es mas elevada en los sujetos enucleados que en los sujetos control
(Izraeli et al., 2002). Aunque un resultado semejante ha sido reportado para humanos que sufren
de ceguera temprana (Liu et al, 2007), en ratas no se observaron diferencias significativas en la
frecuencia de la actividad espontanea al compararse las cortezas auditiva y “visual” en sujetos
enucleados (Piché et al, 2007). ;A qué se debe el incremento de actividad espontanea en la
corteza “visual” reportada en individuos invidentes?, Liu et al (2007), han sugerido que ello

resulta de un incremento de la conectividad funcional de las areas visuales.

A diferencia de lo observado en la corteza “visual” privada de sus aferentes principales, la
informacion relativa a modificaciones en los patrones de actividad en S1 es escasa. Pese a esto se
ha postulado, un decremento de la conectividad entre las cortezas “visual” y somestésica en
individuos con ceguera temprana (Liu et al.,, 2007), por lo que la prediccion seria que la actividad

espontanea en S1 estuviese reducida.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pérdida de la vista conduce a modificaciones de las habilidades somatosensoriales en
sujetos invidentes. Aun no se cuenta con un modelo neurofisiolégico que permita entender las
causas de este cambio. Debido a que la sensopercepcién somestésica no so6lo depende de la
informacion extraida del ambiente a través de los mecanoreceptores periféricos sino también de
accion de la actividad neuronal espontanea cortical, consideramos pues, que dicho modelo debe
contemplar ambos elementos y explicar la forma en que interactian. Desafortunadamente, atin
desconocemos si existen modificaciones de los patrones de la actividad espontanea en S1 de
individuos ciegos y, como es que estos cambios podrian actuar sobre la operacion
somatosensorial de un cerebro carente de informacion visual. Es por ello que el presente trabajo
enfocd sus intereses a documentar las posibles modificaciones de la actividad espontanea en S1

de ratas enucleadas al nacimiento.

HIPOTESIS

Si la pérdida de vision genera un decremento en la conectividad cortico-cortical entre S1'y
V1, entonces la enucleaciéon postnatal disminuira la frecuencia de actividad espontanea neuronal

en S1.

Si la ceguera genera cambios neurofuncionales relacionados a las propiedades de
integracion sensorial somestésica, el desempefio en las tareas conductuales espaciales mejorara

en ratas enucleadas.

Si la estimulacién somestésica a través de las vibrisas en ratas promueve procesos
plasticos dependientes de la experiencia, entonces la actividad espontanea neuronal en S1 de las
ratas enucleadas aumentara de manera consecutiva a la resolucion de tareas conductuales

espaciales.
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OBJETIVOS

Registrar la frecuencia y organizacion temporal de la actividad espontanea neuronal en S1 de
ratas control y enucleadas mantenidas bajo condiciones estandar de bioterio, con técnicas

electrocorticograficas.

Determinar si existen diferencias significativas en latencias de conclusion de la prueba en el

laberinto entre ratas control y enucleadas.

Registrar la frecuencia y organizacion temporal de la actividad espontanea neuronal en S1 de
ratas control y enucleadas posterior a la aplicacion de una prueba de navegacion en un laberinto,

a traves de técnicas electrocorticograficas y el uso de un laberintoen T .
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MATERIALES Y METODO
Animales

Los experimentos se llevaron a cabo con ratas macho adultas de la cepa Wistar divididos
en 4 grupos constituidos por 10 individuos cada uno de ellos (Cuadro 1). Los animales se
mantuvieron en un cuarto con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (3:00-
15:00), a una temperatura de 25+ °C y con acceso libre a agua y alimento (Purina Rat Chow). Las
ratas fueron destetadas y separadas de las madres a los 21 dias de edad. Los protocolos
quirurgicos, de manipulacion y de registro conductual y electrofisiologico siguieron las guias de
Manejo de Animales de Experimentacion publicados por los Institutos Nacionales de Salud de los

Estados Unidos.

Grupos experimentales

Ratas control Ratas enucleadas
A: Ratas control B: Ratas control C: Ratas D: Ratas enucleadas
laberinto enucleadas laberinto
n=10 n=10 n=10 n=10

Cuadro 1. Grupos experimentales

Enucleacion

El procedimiento de enucleacion se realizd6 pasadas las primeras 6 horas desde el
nacimiento, utilizando el protocolo descrito por Fetter-Pruneda et al (2013). Brevemente, previa
anestesia por hipotermia, se realiz6 una incisién a lo largo de la comisura palpebral y se extrajo el
tejido ocular con ayuda de una pinza. Terminada la enucleacion, las crias fueron colocadas en un
cojinete de algodon debajo de una lampara incandescente hasta que recuperaron su movilidad,
temperatura y color, hasta entonces fueron regresadas con sus madres. Las ratas control fueron
sometidas al mismo procedimiento de anestesia por hipotermia y de recuperacidn sin que se les

haya realizado la enucleacion.
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Prueba conductual

Con el objeto de evaluar las diferencias en las tareas conductuales de resolucion espacial
en ratas, se midid la latencia de recorrido y conclusion en un laberinto en T modificado (Figura
4). Para el registro de las latencias de recorrido de los grupos experimentales B y D (Cuadro 1), al
laberinto se le coloc6 un acrilico rojo por encima con el fin de evitar distraccion en los animales
durante la prueba. Antes del registro de las latencias de recorrido las ratas fueron privadas de
alimento durante un periodo de 48 horas, con el objetivo de inducir la motivacion de busqueda
de alimento (el tiempo para la busqueda de alimento se establecié en ratas de prueba),
manteniéndolas s6lo con agua. Los ensayos de recorrido fueron realizados durante la escotofase

(fase de actividad de la rata) y se realizaron en un periodo de 24 horas.

Durante las pruebas conductuales cada individuo fue sometido a 15 ensayos de prueba
con un periodo de reposo cada 5 ensayos, de tal manera que el tiempo de reposo de una rata (1)
fue el tiempo que tardd la rata (2) en realizar los ensayos en el mismo dia (no se midieron
latencias de mas de tres ratas por dia). Los ensayos de recorrido realizado por los animales
experimentales para el registro de la latencia en tiempo (minutos) fueron considerados como
positivas s6lo cuando las ratas tomaron el trozo de alimento el final del laberinto. El laberinto se

limpié con jabon neutro al término de cada ensayo de recorrido.

Después de obtener los registros de las latencias de recorrido, los grupos de ratas By D se
colocaron en el laberinto 3 dias a la semana por un tiempo de 10 minutos cada individuo

(estimulo periddico), hasta 1 semana antes del registro electrofisiologico.

el |

"K)r comienzo
\

Figura 4. Laberinto en T modificado.

17



Registro electrofisiologico

Con el objeto de evaluar la frecuencia y organizacion temporal de la actividad espontanea
neuronal en S1, en una primera fase del proyecto se llevo a cabo el registro de la actividad
espontanea neuronal (Cuadro 1: grupos A y C); en una segunda fase se registro la actividad
espontanea neuronal de ratas que fueron entrenadas para resolver una prueba de navegacion
espacial en un laberinto (Cuadro 1: grupos B y D), con la intencién de explorar posibles
relaciones entre la modificacion en los patrones de actividad cortical espontanea y la ejecucién de

tareas de exploracion espacial.

En el registro electrofisioldgico se emplearon 6 animales por grupo A, B, C y D con pesos
que oscilaron entre 310-400 g, aproximadamente, de 80-90 dias de edad. Los animales se
anestesiaron con uretano (1.5 g/kg, en agua destilada) y se colocaron en el aparato estereotaxico
(David Kopff), una vez montados se les colocé un colchén térmico por encima para mantener su

temperatura corporal a 36+ °C.

Para el registro de la actividad neuronal se elaboraron micropipetas de vidrio (WPI
TW150-3) en un estirador vertical (Narishige PE-2). Las micropipetas se llenaron con una
solucion de NaCl 4 M en verde rapido saturado, dentro de las pipetas se colocé un alambre de
plata clorurada (electrodo) conectado a una sonda de alta impedancia (Grass HIP 511E). La
impedancia del electrodo oscilé entre 8-12 M(). La sonda de alta impedancia fue conectada a un
amplificador de AC (Grass J510) a una frecuencia establecida de 30 Hertz cuya salida se conecto6 a
un osciloscopio (KIKUSUI COS5021) que mostro la actividad neuronal. El amplificador también se
conect6 a un audiomonitor (Grass AM8), que ayuda en la localizacién de neuronas activas y a una
ventana de discriminacion (Winston Electronics CO), la cual permite establecer los limites
inferiores y superiores del registro multi-unitario de actividad neuronal por unidad de tiempo,

ademas de filtrar el registro de actividad basal (Velazquez-Paniagua, 2001).

Se realiz6 una incision en la linea media de la cabeza y se retiraron los tejidos superficiales
hasta dejar expuesto el craneo. Una vez hecho esto, se tomaron como puntos de referencia la
linea media del craneo y bregma para localizar las coordenadas en la corteza donde se encuentra
el subcampo posteromedial de barriles (PMBSF) en la capa IV dentro de la corteza

somatosensorial (S1) de acuerdo a las coordenadas 4.5 a 7mm de la linea lateral y 0.5 a 4mm
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posterior a bregma (Chapin y Lin, 1984), las cuales fueron marcadas con un compas de alta
presion sobre el craneo expuesto en el l6bulo derecho. Localizadas las coordenadas, se realizé
una trepanacion de 6 mm de largo x 3 mm de ancho, posteriormente se procedid a retirar la dura
madre dejando expuesta la corteza cerebral correspondiente a las coordenadas del area de
registro. Se colocé un tornillo de acero inoxidable de 3mm en un trepano adyacente (hemisferio
izquierdo) del craneo, situado en un punto anterior a bregma aproximadamente a 4mm de la

linea media del craneo, este tornillo como un electrodo indiferente cerraba el circuito.

Para descender al area de registro se tomé como punto cero el contacto de la punta del
electrodo con la superficie de la corteza cerebral en las coordenadas de registro, el rango de la
profundidad oscilé entre 450 a 800 um (Li et al, 2005). Para realizar el registro de la actividad
espontanea neuronal se introdujo la micropipeta en PMBSF en la capa IV dentro de la corteza
somatosensorial (S1); para asegurar que el area de registro era la correcta (PMBSF) se estimulo6 a
las vibrisas del area contralateral de registro, una vez obtenida la actividad provocada se dejé
que la actividad regresara a su linea basal. Posteriormente se procedi6 a localizar la actividad
espontanea de una neurona dentro del rango del area de interés (en un mapa vertical) hasta
visualizar las espigas (potenciales de accién espontaneos) en el osciloscopio, si esta actividad
persistia se procedia a registrar el nimero de espigas por neurona minuto a minuto en un

periodo total de 50 minutos.
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Analisis de datos

Analisis de latencias en laberinto en T modificado

Los datos de latencias de recorrido se analizaron en el programa estadistico Primer of
Biostatistics version 5.0, para saber si los datos presentaban una distribuciéon normal. Debido a
que los datos no presentaron una distribuciéon normal, se realiz6 la prueba estadistica Mann-
Whitney para evaluar las diferencias en las latencias de recorrido entre ratas control y ratas

enucleadas.

Analisis de frecuencias

Una vez capturados los datos se procedio a realizar histogramas de frecuencia de la

actividad espontanea correspondiente a cada grupo de ratas control (A y B) y ratas enucleadas (C

y D).

Se calculé el cambio porcentual en la frecuencia de la actividad espontanea en el
subcampo posteromedial de barriles (PMBSF) comparando a los grupos de ratas experimentales

(Cuadro 1).

Los datos de las frecuencias neuronales de actividad espontanea del subcampo
posteromedial de barriles (PMBSF) se analizaron en el programa estadistico Primer of
Biostatistics version 5.0, para saber si los datos presentaban una distribucién normal. Para
evaluar las diferencias en las frecuencias de actividad espontanea neuronal entre los grupos se

utilizo la prueba “t” de Student.

Posteriormente se realizo una prueba de ANOVA post-hoc de Dunnet para comparar si
habia diferencias significativas en las frecuencias de actividad espontanea neuronal de los grupos

B, Cy D en comparacién con A.

El valor de significancia para todas las pruebas se estableci6 en p<0.05.
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RESULTADOS

La enucleacion no afecta ni el aprendizaje ni el desempefio conductual de las ratas al
ejecutar pruebas de navegacion en un laberinto en T modificado

Con el objeto de evaluar si la enucleacion afectaba el aprendizaje y el desempefio de las
ratas enucleadas con respecto a las control, se registré la latencia de resolucion de la prueba de
navegacion espacial reforzada en ambos grupos de ratas. Como se puede observar en la figura 5,
la maxima eficiencia en la resolucion de la prueba fue alcanzada hacia el quinto ensayo en los dos
grupos experimentales, mostrando una mejoria en la ejecucién de la prueba similar entre el
primer y el quinto ensayos, lo cual sugiere que la enucleacién no altera la adquisicion, ni el
aprendizaje de esta tarea. El hecho de que no existan diferencias significativas entre los grupos
de animales al comparar las latencias de resolucién de la prueba a partir del quinto ensayo y

hasta el quinceavo, sugiere que la enucleacion tampoco altera la consolidacién de la memoria.

Tiempo de recorrido a través de laberinto
500 -~
400 - —e— Ratas control n=9
—@— Ratas enucleadas n=9
o 300 -
o
o
c
=
o
o 200 A
100 -
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Ensayos

Figura 5. Grafico que ilustra la curva de aprendizaje y el desempefio monitoreado a través de la latencia de
recorrido de ratas controles y enucleadas sometidas a una tarea de navegacion reforzada en un laberinto
en T modificado. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Mann-Whitney test:
p>0.05 para cada punto).
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La enucleacion modifica discretamente la frecuencia de la actividad neuronal espontanea
en S1, pero significativamente su organizacion temporal

Los estudios conductuales muestran que las ratas control y enucleadas se desempefian de
manera similar en las tareas de navegacion a través del laberinto. Aunque esta situaciéon pudiese
sorprender a algunos debido a que la resolucién de esta tarea es altamente dependiente de la
integracion de los estimulos somatosensoriales (Kimchi y Terkel 2004; Stanley, et al., 1971) y ala
sugerencia de que la expansion de S1 se acompana de una mejora en las habilidades tactiles
(Toldi et al, 1996; Rauschecker et al, 1992), la falta de la vista bien pudiese conducir a
incrementos en la latencia de recorrido por falta de claves de navegacion. Asi, con la finalidad de
evaluar si existen diferencias en la frecuencia y en la organizacién temporal de la actividad
espontanea en S1 que pudiera asociarse a la falta de diferencias en el desempefio conductual
entre ambos grupos de ratas, se llevd a cabo registros cortico-graficos multi-unitarios en ratas

controles y enucleadas sujetas o no (grupos de referencia) a la prueba de navegacion reforzada.

Si bien la frecuencia de la actividad neuronal espontanea increment6 discretamente en las
ratas enucleadas al ser comparadas con aquellas control en una y otra de las condiciones (Cuadro
2), las diferencias fueron mas obvias en lo referente a la organizacidon espacio temporal de la
actividad. En verdad, las oscilaciones de la actividad neuronal espontanea fueron mas frecuentes
y amplias en S1 de las ratas enucleadas tanto en los registros obtenidos bajo condiciones de
referencia como en aquellos obtenidos consecutivamente a la ejecucion de la tarea de
navegacion, figura 6C y 6D respectivamente. Adicionalmente, en ambos grupos de animales se
not6 un ligero incremento en la frecuencia de la actividad espontanea, en el nimero de
oscilaciones y en la coherencia de la actividad neuronal después de ejecutada la tarea, lo que

sugiere una dependencia de estado (Cuadro 2, figura 6B y 6D).
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Grupo Actividad Actividad
espontanea/minuto espontanea/segundo
Ratas control 60-170 espigas ~1-2.8 espigas
Ratas enucleadas 100-190 espigas ~1.6-3.1 espigas
Ratas control en laberinto 100-200 espigas ~1.7-3.3 espigas
Ratas enucleadas en laberinto 120-240 espigas ~2-4 espigas

Cuadro 2. Frecuencia de actividad espontanea en S1.

Ratas control A Ratas control en laberinto B
400 ¢ S 400| [400
350 + -350| (350 |
300 - 300| (300 |
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Figura 6. Histogramas representativos de frecuencia de la actividad espontdnea de neuronas individuales
en el subcampo posteromedial de barriles (PMBSF) correspondientes a cada grupo de estudio. Se
observan diferencias en el nimero de espigas y la distribuciéon temporal entre los periodos de alta y baja
frecuencia de actividad espontanea entre los grupos de estudio (A vs C) y (B vs D).
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Frecuencia media de actividad espontanea en PMBSF
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Figura 2. Histogramas de frecuencia media registrada (espigas/min) por un periodo de 50 minutos de
actividad espontdnea neuronal en el subcampo posteromedial de barriles (PMBSF) en ratas sin laberinto
(Ay C) y ratas con laberinto (B y D).

Cambio porcentual de la frecuencia de actividad espontanea en PMBSF

Hay un aumento de actividad espontdnea neuronal de ratas enucleadas en laberinto del 25% en
comparacién con la actividad neuronal espontanea de ratas enucleadas, mientras que en ratas
enucleadas comparadas con ratas control en laberinto mostraron un aumento de 11% en la

actividad neuronal espontanea (figura 8).
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Figura 8. Histograma de aumento porcentual de la actividad espontinea en PMBSF en las diferentes
condiciones de las ratas experimentales.

Frecuencia media de actividad espontanea en PMBSF
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Figura 3. Promedio y el error estandar de la frecuencia de la actividad espontdnea en PMBSF. La prueba t
de Student mostré que hay diferencias significativas *p<0.05 entre ratas control en laberinto, ratas
enucleadas en laberinto vs ratas control. No hubo diferencias significativas entre ratas control y ratas
enucleadas, ni entre ratas control en laberinto y ratas enucleadas en laberinto.
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DISCUSION

La ceguera promueve la expansion de S1 (Bronchiti et al., 1992; Rauschecker et al., 1992;
Toldi, Rojik y Fehér.1994). Esta expansion parece conducir a cambios de las habilidades
somestésicas en individuos invidentes (Toldi et al, 1996; Hamilton y Pascual-Leone, 1998;
Bavelier y Neville, 2002; Newton et al., 2002; Sadato et al., 1996; Noppeney, 2007). Aunque
modificaciones en la densidad y/o en los umbrales de respuesta de la innervacién sensorial
somatica a nivel periférico podria explicar algunos de estos cambios (Toscano-Marquez et al.,
2008), el procesamiento de la informacion somatosensorial también involucra la interaccién de
la actividad neuronal aferente con aquella espontdnea desplegada por las redes neuronales
(Diamond et al., 1993; Sachdev et al., 2000; Petersen et al., 2003; McCormick et al., 2003; Fiser et
al, 2004; Quairiaux et al., 2007; Fox y Raichle, 2007; Ringach, 2009; Berkes et al., 2011). Esta
circunstancia abre la posibilidad de que los cambios en las habilidades tactiles reportadas en
individuos invidentes resulten también de modificaciones en las operaciones neuronales a nivel
central. Una manera de empezar a estudiar esta posibilidad es la de indagar si existen cambios de
la actividad espontanea cortical en sujetos invidentes, y de ser asi, establecer si éstos muestran
una dependencia de estado, es decir si se asocian con cambios en la expresion de procesos
cognitivos dados. Es por ello que en el presente trabajo evaluamos la actividad espontanea en S1
en ratas adultas control y cegadas al nacimiento mantenidas en condiciones estandar de bioterio

o sometidas a ensayos de navegacion espacial reforzada.

Los estudios revelaron que las ratas enucleadas poseen una frecuencia discretamente
elevada de la actividad espontdnea en S1 al ser comparadas con sus contrapartes control, bajo
condiciones de referencia o de manera subsiguiente a la ejecucion de la prueba de navegacion
espacial. Ademas, las ratas enucleadas también mostraron una frecuencia y coherencia mayor de
las oscilaciones de la actividad neuronal espontanea en S1 bajo las condiciones conductuales
evaluadas. Es menester destacar que tanto los cambios en la frecuencia como en la organizacion
espacial de la actividad espontanea observados tanto en las ratas control como en las enucleadas
mostraron dependencia de estado, pues éstos se acentuaron después de la ejecucién de las tareas
de navegacion espacial reforzada. De tal modo que nuestros nuestros resultados apoyan la

nocion de que las modificaciones de las habilidades tactiles documentadas en sujetos invidentes
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podrian asociarse a cambios en las propiedades operativas de los niveles centrales (al menos a
nivel cortical) del procesamiento e integracion de la informacién somestésica. Esta relacion
podria explicar el porque la ejecucion de la tarea de navegacion espacial reforzada no muestra

déficits como resultado de la enucleacion neonatal.

Estudios previos han sugerido que las habilidades somestésicas mejoran en los individuos
invidentes (Toldi, Farfas y Volgyi., 1994; Théoret et al, 2004; Sadato et al., 1996; Cohen et al.,
1997; Hamilton y Pascual-Leone, 1998; Bubic, et al, 2010; aunque ver Fetter-Pruneda et al,
2013). Dicha mejora se ha relacionado, al menos hipotéticamente, con la expansion de S1y a la
transferencia de funciones somestésicas a la corteza “visual”. Sabemos que la actividad
espontanea neuronal en la corteza “visual” de individuos invidentes se encuentra
significativamente elevada (Izraeli et al., 2002; Liu et al., 2007), por lo que este cambio también
podria estar relacionado con las mejoras psicofisicas de habilidades somestésicas en ellos.
Nuestros resultados, sin embargo, contravienen esta idea. A pesar de que la frecuencia de la
actividad espontanea neuronal en S1 fue mas alta en las ratas enucleadas que en sus contrapartes
control al ser comparadas bajo las condiciones de referencia o después de ejecutadas las tareas
de navegacidon espacial reforzada, dicha elevacion fue marginal. La diferencia entre las
observaciones comentadas podria reflejar modificaciones de la densidad de conectividad en
ambas cortezas como resultado de la reorganizacidén cortical (Toldi, Rojik, y Fehér., 1994; Toldi et
al., 1996; Sorensen et al., 2003; Bavelier y Neville, 2002; Noppeney, 2007; Karlen et al., 2006;
Kahn y Krubitzer, 2002) y/o necesidades adicionales relacionadas con la ejecucion de operacion
bimodales en la corteza “visual” de los individuos cegados (Hamilton y Pascual-Leone, 1998;

Kupers et al., 2011). Estudios ulteriores deberan abordar los detalles de ambas propuestas.

Si bien el origen de los cambios observados en la frecuencia y organizacion temporal de la
actividad espontanea en la S1 de las ratas enucleadas no se conoce, es probable que ellas en parte
reflejen modificaciones del balance excitacion-inhibicion durante el desarrollo, particularmente
un decremento del tono GABAérgico. En apoyo a ello, esta la evidencia que muestra como los
cambios observados en la actividad espontdanea se presentan en las ratas enucleadas incluso
antes de ser expuestas a las pruebas de navegacidon espacial reforzadas. También estudios de
neuroquimica llevados a cabo por Martinez-Méndez (2008), documentaron que la relacion de la

concentracion de aminoacidos excitatorios e inhibitorios en S1 es baja en los primeros dias de
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vida, pero esta tiende a subir (decrece significativamente la disponibilidad de GABA) con el
avance de la edad en las ratas enucleadas, a diferencia de las control que mantienen una relaciéon
mas equilibrada desde el nacimiento hasta la vida adulta. Finalmente, algunos autores reportan
descensos en el numero células GABAérgicas en la corteza auditiva de hamsters enucleados al
nacimiento (Pallas, 2001; Kupers et al., 2011; Desgent y Ptito, 2012) y cambios en la organizaciéon
de las vias reciprocas cortico-talamicas que regulan los circuitos locales inhibitorios en hurones y

hamster enucleados (Desgent y Ptito, 2012).

;Cual seria, pues, la ventaja de incrementar marginalmente la frecuencia de la actividad
espontanea y reorganizar la distribucion temporal de S1 en las ratas cegadas al nacimiento? La S1
es susceptible de experimentar fendmenos de modulacion de la facilitacion sinaptica de manera
dependiente de la experiencia sensorial (Rema et al, 2006; Abraham y Bear, 1996; Ghazanfar y
Nicolelis, 1997; Feldman y Brecht, 2005; Crochet et al, 2006; Derdikman et al, 2006). Se cree que
dicha condicion podria modificar los umbrales de respuesta y discriminacion del sistema, asi
como sus capacidades de integracion de la informacién (Shimegi et al, 1999, Shimegi et al., 2000).
En este contexto, los incrementos en la frecuencia y organizacion temporal de la actividad
espontanea en S1 asociados a la disminucion del tono GABAérgico, incluso siendo discretos,
podrian modificar las propiedades de filtraje, procesamiento e integracion de la informacién
somatosensorial en la ratas cegadas en su medio. Especificamente, la sincronia y frecuencia de los
fendmenos oscilatorios de la actividad espontanea son profundamente influenciadas por el tono
GABAérgico, ademas, de que un decremento de éste incrementa la frecuencia de los ciclos
oscilatorios y aumenta la frecuencia de disparo neuronal (Destexhe, 1999; Corner et al, 2006;
Caillard, 2011). Asi el incremento de las oscilaciones y de la frecuencia de la actividad neuronal
espontanea de S1 en las ratas adultas enucleadas al nacimiento evitaria, al incrementar el
filtrado, el sobre-flujo de la informacién neuronal somatico-sensorial asociado con los estimulos
en las redes neuronales de S1 (McCormick et al., 2003; Destexhe A, 2011). En apoyo a esta
posibilidad se encuentra el hecho de que tanto en ratas control como enucleadas, la actividad
espontanea neuronal en S1 increment6 su frecuencia y sincronia consecutiva a la ejecucidn, y
posiblemente al aprendizaje y memorizacion de la tarea de navegacién espacial reforzada.
Ademas, debido a que se han documentado fenémenos de facilitacién en la via motora que

controlan el movimiento de las vibrisas faciales (Toscano-Marquez et al, 2008) e incrementos en
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la sensibilidad de las mismas (Toldi, Farfas, y Volgyi., 1994), la posibilidad de sobre-flujo de
informacion somato-sensorial en ratas adultas enucleadas al nacimiento, no es lejana. Es claro

que la confirmacidn de estas ideas requiere la ejecucion de experimentos subsecuentes.

En conclusidn, nuestro estudio revela que la enucleaciéon neonatal conduce a incrementos
discretos de la actividad neuronal espontanea en S1, asi como a una reorganizacion temporal de
sus oscilaciones. Dichos cambios parecen susceptibles a ser modificados por procesos cognitivos,
situacion que sugiere pudiesen jugar un papel central en las diferencias de las habilidades senso-

perceptuales reportadas entre individuos con vision intacta y aquellos con pérdida de la misma.
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CONCLUSIONES

La enucleacion genera un aumento discreto en la frecuencias de actividad espontanea, y una
reorganizacion en la distribucion temporal (patrones de actividad) de las oscilaciones, debido,
probablemente a modificaciones del balance excitacion-inhibicion durante el desarrollo,

particularmente a un decremento del tono GABAérgico.

La actividad espontdnea tanto de las ratas control como en las enucleadas mostré dependencia
de estado, acentuando la frecuencia y la organizacion temporal de esta actividad posiblemente
como el reflejo de la interacciéon e integracion entre los procesos de facilitacion sinaptica
generados por experiencia sensorial y la actividad espontanea en S1, cambiando las propiedades

operativas en el procesamiento e integracidn de la informacién somestésica.

El desempefio conductual de ratas cegadas en la tarea de navegacidon espacial parece estar
relacionado a cambios en las propiedades operativas en S1, expresadas en la organizacion
temporal de la actividad espontanea modificando la adquisicidén, integracion y procesamiento de
informacién somestésico, involucrando fenémenos de facilitacion en la via motora e incremento

en la sensibilidad de las vibrisas faciales.

PERSPECTIVAS

Debido a la interrelacion entre los procesos de desarrollo y la actividad espontanea en la
estructura de las redes neuronales corticales, estudios de los cambios en la expresiéon de la
actividad espontanea relacionados a modificaciones en el balance de excitacion e inhibicidn sobre
las corrientes de calcio; cambios en los intervalos inter-espigas (potenciales de accion); y la
presencia de actividad espontdnea en rafagas relacionadas a privaciones sensoriales en animales
en desarrollo en varios niveles del sistema sensorial, nos ayudarian a entender e integrar los

mecanismos del procesamiento sensorial en la expresion de la conducta.
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