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RESUMEN

El comportamiento maternal (CM) en mamiferos es fundamental para la supervivencia de las
crias. El &rea preoptica media (APOm) es clave en la expresién y plasticidad de esta conducta,
aunque los mecanismos especificos subyacentes aun se desconocen. Las redes
perineuronales (RPNs) de la matriz extracelular han sido involucradas en fenémenos de
plasticidad del sistema nervioso, y antecedentes de nuestro grupo, muestran que estas
estructuras estan presentes en el APOm desde la gestacién al postparto tardio. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el rol de las RPNs del APOm sobre el comportamiento maternal de la
rata. En un primer experimento se inyectd la enzima Condroitinasa-ABC (ch-ABC) en el APOm
de ratas gestantes (15-18 de gestacion) para degradar las RPNs y evaluamos el CM luego del
parto. Se utilizaron como grupos control ratas no inyectadas e inyectadas con vehiculo. La
presencia de RPNs en el APOm se evalué a través de una reaccion a la lectina de Wisteria
Floribunda. Mientras que las ratas controles expresaron RPNs en el APOm, las ratas tratadas
con ch-ABC presentaron una expresion moderada y mostraron una disminucion en algunos
componentes del CM. Para evaluar si las RPNs presentes en este grupo se debieron a una
disolucién incompleta, o a una disolucién completa y posterior re-ensamblado, realizamos un
segundo experimento con la variacion de que los cerebros se colectaron y procesaron 24 horas
luego de la inyeccion. En este caso, las RPNs del APOm de las ratas tratadas con ch-ABC se
expresaron de forma minima o nula. Los resultados muestran que esta técnica, hasta ahora no
empleada en el APOm, fue puesta a punto exitosamente, y sugieren que las RPNs del APOm
se re-ensamblan mas rapido que lo reportado para la corteza, probablemente regulado por las
hormonas esteroideas de la gestacion. Mostramos también que una Unica inyeccion de ch-ABC
en el APOm en este periodo es suficiente para afectar algunos componentes importantes de la
conducta maternal. Ampliar el nimero de animales utilizados, cuantificar la expresion de las
RPNSs, analizar su dinamica temporal, y disefiar un protocolo experimental que permita evitar su
presencia durante la gestacion, permitira una comprension mas profunda del rol de las RPNs

del APOm sobre el comportamiento maternal.



INTRODUCCION

Comportamiento maternal

El comportamiento maternal puede definirse como el conjunto de actividades entre una madre y
sus crias, que se despliega inmediatamente luego del parto y persiste por un periodo de tiempo
prolongado. Esta conducta es altamente conservada a lo largo de la evolucion y asegura la
supervivencia de las crias (1).

Si bien este comportamiento estd presente en vertebrados e invertebrados (2), se encuentra
particularmente desarrollado en mamiferos (1,3). En este grupo, la lactancia genera un periodo
de mayor dependencia entre la madre y sus crias. Durante este periodo, la respuesta maternal
va cambiando acorde a las necesidades de las crias, asegurando la independencia al momento
del destete. El vinculo entre madre y cria, ademas de asegurar la alimentacion y supervivencia,
moldea el desarrollo enddcrino, afectivo y social de las crias. Numerosos estudios muestran el
rol de esta interaccion en la respuesta comportamental y neuroenddcrina de las crias en la

etapa adulta (4-8).

La rata como modelo maternal

En mamiferos, los sustratos neurobiolégicos y comportamentales se encuentran altamente
conservados (3). La rata —Rattus norvegicus-, presenta caracteristicas bioldgicas que facilitan
su reproduccién y mantenimiento en el laboratorio, constituyendo uno de los modelos clasicos y
mas utilizados en mamiferos para experimentacion animal. Existe una extensa literatura acerca
de su biologia, y la conducta maternal ha sido bien caracterizada en esta especie (1,9). Con el
fin de analizar este comportamiento, el mismo puede dividirse en unidades comportamentales
medibles, en frecuencia o duracion, y pueden clasificarse en componentes activos -acarreos,
olfateos, lamidos corporales y anogenitales, construccion del nido-, que reflejan la motivacion

de la madre por sus crias; y pasivos —hover over' y amamantamiento- (1,9).

Segun el grado de desarrollo al momento de nacer, las crias pueden clasificarse en precociales
-aquellas que presentan un grado de desarrollo motor-sensorial similar al del estado adulto-, y
altriciales -dependen en mayor medida de los cuidados maternales para finalizar su desarrollo-
(). Las crias de la rata son altriciales, ya que nacen ciegas, sordas, e incapaces de regular su

propia temperatura. Por este motivo, el comportamiento maternal representa el estimulo

Postura de la madre por encima de las crias cuya funcidn principal es mantener la temperatura de las mismas,
mientras realiza otros comportamientos.



sensorial mas importante para que su sistema nervioso se desarrolle por completo, lo que

establece una dependencia en el vinculo madre-cria aun mas fuerte (6,8).

Esta combinacién de factores hace de la rata un modelo muy ventajoso para estudiar las bases

neurobiolégicas de la conducta maternal (3,10).

Regulacion del comportamiento maternal

La conducta maternal es regulada tanto por factores internos como externos -como ser las
hormonas y los estimulos sensoriales dados por las propias crias, respectivamente-. La

experiencia previa y otros factores contexto especificos también moldean esta respuesta (1,9).

Los esteroides ovaricos -el estrogeno y la progesterona-, asi como la prolactina y la oxitocina,
son responsables de la activacion del circuito neural que regula el parto y la respuesta de la
madre frente a las crias en sus primeros dias de vida (10-12). Durante la gestacién, los niveles
hormonales se modifican permitiendo un cambio en la respuesta de la madre frente a las crias,
gue pasan de ser estimulos aversivos a positivos (3). Los niveles de progesterona caen
drasticamente los dias previos al parto, mientras que los niveles de estradiol permanecen altos.
La prolactina y la oxitocina aumentan durante el parto, regulando la produccion de leche y las

contracciones uterinas, respectivamente (10).

Mientras que el inicio de la conducta maternal es regulado principalmente por el perfil hormonal
hacia el final de la gestacion y durante el parto, su mantenimiento responde principalmente a
los estimulos dados por las propias crias (13). La interaccion madre-cria se vuelve necesaria
para que la respuesta se modifique acorde a las necesidades de las crias (14,15). La calidad,
cantidad y organizacion de los distintos componentes conductuales van disminuyendo a lo

largo de la lactancia (1).

Cerebro maternal: Area predptica media

El circuito maternal involucra estructuras pertenecientes a distintas redes neuronales que
interactian entre si para integrar los procesos que contribuyen a una respuesta

comportamental exitosa (9,16).

En particular, el area predptica media (APOm) del hipotalamo, cumple un rol esencial en la
regulacion de esta conducta. Numerosos trabajos han demostrado que al lesionar o inactivar

esta area, se interrumpen algunos componentes maternales (17-19), mientras que estimularla



eléctricamente los facilita (20). Esta estructura estd conformada por variedad de células que
expresan distintos neurotransmisores (GABA, dopamina y glutamato) y neuropéptidos
(19,21,22), y presenta una alta densidad de receptores de estrégenos, progestagenos,
prolactina y oxitocina (23-26), que regulan el parto y la conducta maternal en las primeras

etapas de la lactancia, como se menciond anteriormente.

Plasticidad de la conducta maternal

La respuesta maternal es sumamente plastica. La misma varia a nivel temporal, entre
individuos, y en diferentes contextos (14,27-30). Al intentar comprender el sustrato neural que
subyace esta plasticidad conductual, numerosos estudios se han focalizado en el rol del APOm.
Se ha reportado que en esta area, aumenta el nimero de receptores de estrogeno y oxitocina
(31), asi como el volumen neuronal (32) y la densidad de espinas dendriticas (33) durante la
gestacion. Por otro lado, la expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP), principal proteina
de los filamentos intermedios de los astrocitos, que le confieren forma y estabilidad, también
aumenta durante este periodo en el APOm (34).

En cuanto a la lactancia, el APOm cumple un rol dindmico que se invierte a lo largo de este
periodo. Pereira y Morrell (15), demostraron que mientras la inactivacion del APOm en
postparto temprano disminuye la respuesta maternal, en postparto tardio la facilita. Esta
estructura entonces actllia como promotora o inhibitoria del comportamiento segun el contexto y
las necesidades de las crias. Hacia el final de la lactancia, disminuye el tiempo de
amamantamiento e interaccion entre madre y crias, facilitando la independencia de las mismas.
No obstante, hasta el momento se desconocen los mecanismos especificos que sostienen el

rol diferencial de APOm y el cambio conductual asociado.

Matriz extracelular y plasticidad

La matriz extracelular (MEC) representa entre el 10-20% del volumen cerebral. En esta matriz,
los glicosaminoglicanos juegan un papel crucial (35). Una de las formas en las que se organiza
la MEC es en redes perineuronales (RPNs) que rodean ciertos cuerpos y prolongaciones
neuronales, dejando espacios donde se dan los contactos sinapticos (36,37). Estas redes estan
compuestas por largas cadenas de glicosaminoglicanos de acido hialurénico, unidos a

proteoglicanos a través de proteinas de unién Tenascinas-R (38).

A pesar de que estas interacciones forman redes condensadas, las RPNs se mantienen

dindmicas, reguladas principalmente por metaloproteasas, pero también por astrocitos y



oligodendrocitos que degradan los proteoglicanos (38). De forma experimental, el Condroitin
Sulfato (CS), principal proteoglicano de las RPNs, puede ser degradado empleando la enzima
Condroitinasa ABC (ch-ABC). Esta enzima, sintetizada por la bacteria Proteus vulgaris, corta
las cadenas laterales de glicosaminoglicanos del CS, produciendo como resultado una
desorganizacién de las RPNs (39). Esta técnica ha sido utilizada para explorar los diversos

roles de estas redes en el sistema nervioso.

El rol de las RPNs en el SNC es multiple: contribuyen a las propiedades intrinsecas de las
neuronas, como el potencial de membrana en reposo (40), previenen el estrés oxidativo (41),
contribuyen a la homeostasis idnica (42), estan involucradas en procesos que subyacen a
algunas lesiones y enfermedades (43), y de forma interesante, numerosos autores han

reportado su rol en procesos de plasticidad (38).

En periodos criticos, estas redes juegan un rol particularmente importante. El desarrollo
postnatal se caracteriza por presentar una alta plasticidad cerebral que permite cambios en el
circuito neural en respuesta a las entradas sensoriales, permitiendo adaptar funciones
cerebrales de orden superior -memoria, cognicién, comportamiento- al contexto ambiental (38).
Las RPNs participan al final de este periodo critico amortiguando la plasticidad para consolidar
los circuitos (38). Esto se ha puesto en evidencia cuando al disgregar o impedir
experimentalmente la formacion de las RPNs, se observé que la plasticidad de la dominancia

ocular en la corteza visual se restaur6 mas alla del periodo critico (44,45).

En la etapa adulta, aunque las RPNs se consideran principalmente estables si no son
perturbadas por enfermedades o lesiones (46), estan implicadas en procesos plasticos del
sistema nervioso. En esta etapa, las RPNs estan involucradas en el establecimiento de
contactos sinapticos, limitando la plasticidad del circuito (47). En este sentido, se ha reportado
gue la eliminacion de las redes, habilita el borrado de memoria de miedo previamente
consolidada (48), e impide la conversiébn de memoria de corto a largo plazo (49). Por otra parte,
la disolucién de estas redes incrementa la plasticidad en la corteza auditiva (50), y mejora la
capacidad de reconocimiento de objetos novedosos (51). Cabe destacar que la mayoria de los
estudios acerca de las RPNs han sido realizados en corteza, y en algunas pocas regiones
subcorticales (48,50-55).

De forma interesante, la gestacion y lactancia se consideran uno de los periodos mas
relevantes en la plasticidad adulta (56), donde el APOm, como se menciond anteriormente,
juega un rol importante. Ferrefio (57) y Uriarte et al., (58), han estudiado la dinamica temporal
de las RPNs durante la gestacion y la lactancia en APOm. Hasta entonces, se desconocia la

organizacion de las RPNs en esta area. Los autores encontraron que éstas comienzan a



ensamblarse durante la gestacion, alcanzan su mayor grado de organizacion los dias previos al

parto, y comienzan a desorganizarse en postparto tardio (Figuras 1y 2).

Figura 1: Ensamblado de las RPNs en el APOm en dias de gestacién (GD) 10 a 21, obtenido a partir de
la reaccién histoquimica a la lectina de Wisteria Floribunda. Se muestra a menor aumento (arriba), y a
mayor aumento de la regién encerrada en el cuadrado (abajo). Bregma -1,08mm. Extraido de Uriarte et
al., (58).

Figura 2: Desensamblado de las RPNs en el APOm durante los dias de lactancia (LD) 2 a 22, obtenidas
a partir de la reaccion histoquimica a la lectina de Wisteria Floribunda. Se muestra a menor aumento
(arriba), y a mayor aumento de la regién encerrada en el cuadrado (abajo). Bregma -1,08mm. Extraido
de Uriarte et al., (58).



Dados estos antecedentes, la técnica de disgregacién de las RPNs a través de la enzima
Condroitinasa ABC puede ser valiosa para determinar el rol que cumplen las RPNs del APOm
descritas por Ferrefio (57) y Uriarte et al. (58) durante la gestacién, en el comportamiento

maternal.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Las evidencias recién mencionadas indican que:

- EI APOm es un area clave en la regulacién de la conducta maternal.

- En el APOm, las RPNs se ensamblan y alcanzan su maxima expresion durante la
gestacion y se desensamblan durante la lactancia.

- Las RPNs han sido involucradas en procesos de plasticidad facilitando la consolidacion

de los circuitos neurales.

Segun estos antecedentes, nos planteamos la siguiente hipétesis: la organizacion de las RPNs
en el APOm durante la gestacion contribuye a la expresion del comportamiento maternal luego

del parto.

OBJETIVO

Explorar el rol de las redes perineuronales en el area preéptica media sobre el comportamiento
maternal de la rata.
Objetivos especificos

e Poner a punto el uso de un método farmacoldgico para disgregar las redes

perineuronales en el area preodptica media de la rata gestante.

e Determinar el efecto de la disgregacion de las redes perineuronales en el area predptica

media sobre el comportamiento maternal de la rata.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Experimento I: disgregacion de las RPNs y comportamiento maternal

Para abordar el objetivo planteado, disefiamos un experimento que consistié en disgregar las
RPNs del APOm en gestacion, a través de una inyeccion intracerebral de la enzima
Condroitinasa ABC (Ch-ABC), y evaluar la conducta maternal en dia 1-2 postparto a través de
una prueba comportamental. La inyeccion se realizé en dia 15-18 de gestacion dado el patron
temporal de expresion de las RPNs en esta area ya mencionado. Para evidenciar la disolucion
de estos componentes en el area de estudio, inmediatamente concluido el registro

comportamental se obtuvieron los cerebros para realizar la deteccién citoquimica de las RPNs

(Figura 3).

- .l.

X g @
LI W

— APOm Ao
Inyeccién PRUEBA ™~ e .
Cépula Ch-ABC Parto _ DECM z P
0 Gestacion 15-18 23

Figura 3. Esquema del protocolo experimental utilizado en el Experimento |. En este experimento se
realiz6 una inyeccion intracerebral de la enzima condoritinasa ABC (ch-ABC) en dia 15-18 de gestacion
de la rata, y en dia 1-2 de lactancia se realiz6 una prueba de comportamiento maternal (CM), e
inmediatamente después se colecté el cerebro, se procesé en vibratomo para obtener cortes del APOm y

se realiz6 una técnica citoquimica para detectar las RPNs.

Grupos experimentales
a) Ratas gestantes no inyectadas (n=5)

b) Ratas inyectadas con solucion salina estéril en APOm, en dia 15-18 de gestacion
(n=7)

c) Ratas inyectadas con Condroitinasa-ABC en APOm, en dia 15-18 de gestacion
(n=5)

10



Experimento control de la Ch-ABC en corteza cerebral

Dado que no existen antecedentes del efecto de la Ch-ABC en el APOm, previo al Experimento
| realizamos un experimento control que consistié en inyectar la enzima en la corteza cerebral,
donde la mayoria de los trabajos reportan su uso, y asi asegurar su correcto funcionamiento.

Estos experimentos se realizaron con ratas no gestantes.

Grupos experimentales
a) Ratas no inyectadas (n=2)

b) Ratas inyectadas con Ch-ABC en corteza (n=2)

Experimento Il: expresion de las RPNs a 24 horas de ser tratadas con Ch-ABC

Concluido el Experimento | y dados los resultados obtenidos, nos preguntamos si es posible
gue las RPNs se re-ensamblen en el tiempo transcurrido entre la inyeccién y la colecta del
cerebro del animal. Para evaluarlo, nos planteamos un segundo experimento en el cual
inyectamos Ch-ABC en el APOm durante la gestacion, al igual que en el Experimento |. Sin
embargo, en este segundo experimento, los cerebros fueron colectados el dia siguiente a la
inyeccion, de modo de evaluar la expresion de las RPNs del APOm a las 24 horas de ser
disgregadas con la enzima (Figura 4).

LI S APOm Ao g

Inyeccién ™ T’P
Cépula Ch-ABC N P
\ 4 \ A 4 ~—
15 16

0 Gestacion

Figura 4. Esquema del protocolo experimental correspondiente al Experimento Il. En este experimento
se realiz6 una inyeccion intracerebral de la enzima condoritinasa ABC (ch-ABC) en dia 15 de gestacion y
24 horas mas tarde se colectd el cerebro, se procesé en vibratomo para obtener cortes del APOm y se

realiz6 una técnica citoquimica para detectar las RPNs.

11



Grupos experimentales
a) Ratas gestantes no inyectadas (n=4)
b) Ratas inyectadas con solucion salina estéril en APOm, en dia 15 de gestacion (n=3)

¢) Ratas inyectadas con Condroitinasa-ABC en APOm, en dia 15 de gestacion (n=4)

Para estos tres experimentos, se aplicé el mismo protocolo de cirugia estereotéxica, de
perfusion y colecta de los cerebros, y de deteccién de las RPNs. Estos pasos se detallan a

continuacion.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus, cepa Wistar) hembras criadas en el Laboratorio de
Experimentacion Animal (LEA) de Facultad de Ciencias. Las mismas estuvieron bajo
temperatura (22°C) y humedad (65%) constante, con un ciclo de luz-oscuridad 12:12, y tuvieron
acceso libre a agua y racion. El protocolo experimental en el cual se enmarca este estudio fue

aprobado por el Comité de Etica de Experimentacién Animal (N° exp.240011-001 541-17).

Para obtener hembras gestantes (90 dias de edad), las mismas fueron sincronizadas por
monitoreo del ciclo estral y en proestro se las colocé junto a un macho con experiencia sexual
durante una noche. Se confirmd la cépula a la mafiana siguiente por la presencia de

espermatozoides en un frotis vaginal, estableciendo ese dia como dia 1 de gestacion.

Administracion del farmaco

Previo a la inyeccion, los animales fueron anestesiados via inyeccion intraperitoneal (75 mg/kg
de Ketamina, 7,5 mg/kg de Xilacina y 1,5 mg/kg de Acedan) y fijados en el aparato de
estereotaxia (Kopf Instruments). El volumen de las inyecciones de ch-ABC (Sigma) o vehiculo
(solucién salina estéril) fue de 0,5-1ul por hemisferio, a una dosis de 2U/ul y una velocidad de
0,25ul/min, con una jeringa Hamilton NeurosSyringe de 2ul.Luego de la inyeccion, la jeringa se

mantuvo en el sitio por 3 minutos para permitir la difusién de la enzima. Luego de la cirugia, se
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administro a los animales analgésico (1 ml/kg a 1 mg/ml de Metacam) via inyeccion subcutanea

y se aplicé antibidtico y antiinflamatorio local (Crema 6A).

Para el experimento control de la enzima en la corteza cerebral, las coordenadas de inyeccion
fueron las siguientes: AP: -0,8 mm de bregma; ML: +1,5 mm de la linea media; y DV: -1,5 mm
de la superficie craneal (Figura 5). Para los Experimento | y I, las inyecciones se realizaron en
el dia 15-18 de gestacién, momento en que las RPNs comienzan a ensamblarse en el APOm
(57,58). Las coordenadas, fijadas de acuerdo a la literatura (15) y a datos previos de nuestro
laboratorio, fueron: AP: -0,8 mm de bregma; ML: £0,5 mm de la linea media; y DV: -8,5 mm de
la superficie craneal (Figura 5).

Bregma: -0,80mm

Figura 5: Sitios de inyeccion del Experimento control en corteza (naranja) y de Experimentos | vy Il
(verde). (M1: corteza motora primaria; APOm: area predptica media). Modificado de Paxinos y Watson
(69).

Monitoreo postcirugia

Luego de la cirugia, los animales fueron monitoreados continuamente, y en los animales del
Experimento | se monitored el parto, se cuantific6 el nUmero de crias, la proporcion de

hembras/machos, el peso y el estado fisiologico.
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Prueba de comportamiento maternal

En el Experimento |, se realiz6 una prueba de comportamiento maternal en dia 2 de lactancia.
Previo a la misma, se retir6 a la camada y se re-introdujo luego de transcurridos diez minutos.
Durante 30 minutos se registr6 mediante observacion continua el numero de los siguientes
componentes activos de la conducta maternal: acarreo de las crias al nido, rearreglos de las
crias en el nido, lamido corporal y anogenital, olfateos, y construccion de nido. También se
registrod la duracion de dos componentes pasivos: hover over (tiempo en que la madre esta
sobre sus crias) y amamantamiento. Las latencias del primer acarreo y de la reunién de toda la

camada en el nido también fueron registradas.

Colecta y procesamiento de encéfalos

Para este paso, los animales fueron anestesiados con tiopental sddico (100 mg/kg, i.p.) y se
perfundieron de forma transcardiaca con buffer fosfato salino (PBS) heparinizado, seguido de
solucién de paraformaldehido al 4%. Los cerebros extraidos fueron posfijados por 24hs en la
misma solucién. Posteriormente fueron procesados en vibratomo para obtener cortes de 40um,

y conservados en PBS + Azida al 0,02% hasta el siguiente paso.

Verificacion de la degradacion de las RPNs

Para confirmar la localizaciéon del sitio de inyeccion y el éxito de la degradacion de las RPNs,
los cortes obtenidos de las secciones cercanas a APOm se procesaron para detectar la
reactividad a la lectina de Wisteria floribunda aglutinina (WFA) biotinilada (SIGMA L1516, USA).
Esta reconoce la N-acetilgalactosamina de las cadenas de azlicar presentes en la mayoria de
las RPNs (38).

La técnica histoquimica mencionada consiste en los siguientes pasos: lavar las secciones en
PBS para remover el medio en el que estaban embebidas y bloquear las peroxidasas
enddégenas por 20 minutos en etanol (100%) y 0,3% H202. Posteriormente, volver a lavar en
PBS y bloquear los sitios de unién inespecificos en solucién de PB, 0,2% triton x100 y 3% BSA.
Volver a lavar en PBS, e incubar en solucion avidina-biotina peroxidasa, ABC kit (Vector Lab).
Por dltimo, lavar y revelar con el sistema 3,3’-diaminobenzidina, DAB kit (SIGMAFAST With

Metal Enhancer).

Los cortes se analizaron utilizando un microscopio Nikon Eclipse E400 junto a una camara

digital Micrometrics 319CU CMOS 3.2 Megapixel, con la cual se obtuvieron las imagenes de
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APOmMm y corteza cerebral. El grado de expresion de las RPNs se analizé de forma cualitativa y
se clasificO en tres categorias (O=expresion nula o minima; l1=expresibn moderada;

2=expresion maxima).

Este paso se realizé en el Dpto. de Histologia y Embriologia de la Facultad de Medicina.

Andlisis estadistico de los datos comportamentales

Puesto que los datos comportamentales no suelen seguir una distribucién normal, se utilizaron
métodos estadisticos no paramétricos para su analisis. Las comparaciones entre los tres
grupos independientes se realizaron mediante la prueba de Kruskall-Wallis y las
comparaciones a posteriori entre dos grupos se realizaron con la prueba de U de Mann
Whitney. Los datos se expresaron como medianas (rango semi-intercuartil: RSIQ).

RESULTADOS

Control de la accidon de la enzima Condroitinasa ABC en corteza

El tratamiento con Ch-ABC produjo una marcada degradacion de las RPNs que se extiende

desde el sitio de inyeccion a toda el area cortical presente en las rodajas de cerebro analizadas
(Tabla 1, Figura 7).

Tabla 1. Proporcién de ratas con expresion minima-nula (-), moderada (%), o maxima (+) de RPNs en la
corteza cerebral, para ratas no inyectadas, e inyectadas con Ch-ABC.

Expresion de las

- + +

RPNs en APOm
No inyectada 0/2 0/2 2/2
Ch-ABC 2/2 0/2 0/2
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Figura 7. Imagenes representativas de la expresion de las RPNs en la corteza cerebral de ratas no
inyectadas (A) e inyectadas con Ch-ABC (B). Para detectar las RPNs se realiz6 la reaccion histoquimica
a la lectina de Wisteria Floribunda.

Experimento |
Expresion de las RPNs en el APOm en dia 2 postparto

Las RPNs se expresaron en el toda el APOm en las ratas no inyectadas, en las ratas
inyectadas con vehiculo, y en una de las ratas inyectadas con Ch-ABC (Tabla 2, Figura 8). Sin
embargo, 4 de 5 ratas inyectadas con esta enzima, presentaron un nivel moderado de

expresion con respecto a las ratas controles (Tabla 2, Figura 8).

Tabla 2. Proporcién de ratas con expresion minima-nula (-), moderada (), o méxima (+) de RPNs en el
APOm, para ratas no inyectadas, inyectadas con vehiculo y con Ch-ABC en dia 15-18 de gestacion, y
perfundidas en dia 2 de lactancia.

Expresion de las

RPNs en APOm ] * *
No inyectada 0/5 0/5 5/5
Vehiculo 0/7 0/7 7/7
Ch-ABC 0/5 4/5 1/5
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100 pm

Figura 8. Imagenes representativas de la expresion de las RPNs en el APOm de ratas en dia 2 postparto
no inyectadas (A,B), inyectadas con vehiculo (C,D) y con Ch-ABC (E,F) en dia 15-18 de gestacion. Para
detectar las RPNs se realizé la reaccion histoquimica a la lectina de Wisteria Floribunda

Comportamiento maternal y caracteristicas de la camada

Para evaluar el comportamiento maternal asociado a la disminucién de las RPNs en el APOm
de las ratas inyectadas con Ch-ABC, excluimos del andlisis la rata en la que los niveles no

variaron con respecto a las ratas controles.

En cuanto a los componentes activos del comportamiento maternal analizados, se encontré
una diferencia significativa para lamidos anogenitales entre madres inyectadas con vehiculo y
con ch-ABC (Figura 9, p=0,03, prueba U de Mann-Whitney).
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Figura 9. Niumero de componentes activos del comportamiento maternal en dia 2 postparto (acarreos,
olfateos, mouthing, lamidos corporales y anogenitales, construccion del nido) durante 30 minutos, de las
madres control, inyectadas con vehiculo, y con ch-ABC. Los datos se expresan como medianas (RSIQs),
* p=0,03 Ch-ABC vs. Vehiculo, prueba U de Mann-Whitney.

En cuanto a los componentes pasivos, se hallé una diferencia significativa para hover over
entre madres inyectadas con vehiculo y con ch-ABC (Tabla 3, p=0,03, prueba U de Mann-Whitney).

No se encontraron diferencias significativas para amamantamiento entre los grupos

experimentales (Tabla 3).

Tabla 3. Tiempo (s) invertido en hover over y amamantamiento en dia 2 postparto por las madres
controles, inyectadas con vehiculo, y con ch-ABC.

Tiempo (s) No inyectada Vehiculo Ch-ABC
Hover Over 548 (496) 696 (b66) 0 (60) *
Amamantamiento 168 (237) 119 (452) 0(0)

Los datos se expresan como medianas (RSIQs), * p=0,03, Ch-ABC vs. Vehiculo, prueba U de Mann-
Whitney.

Por otro lado, la latencia al primer acarreo asi como la frecuencia de otros comportamientos no

variaron significativamente entre los tres grupos experimentales (Tabla 4 y 5).

De forma interesante, la latencia de la reunion de toda la camada en el nido (RTCN) de madres

inyectadas con Ch-ABC aumenté significativamente con respecto a madres no inyectadas
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(Tabla 4, p=0,03, prueba U de Mann-Whitney) e inyectadas con vehiculo (Tabla 4, p=0,01, prueba U
de Mann-Whitney).

Tabla 4. Latencia (s) al primer acarreo y a la reunién de toda la camada en el nido (RTCN), de madres
controles, inyectadas con vehiculo, y con ch-ABC.

Tiempo (s) No inyectada Vehiculo Ch-ABC
Latencia acarreo 10 (9,8) 9 (21) 11 (9)
Latencia RTCN 225 (179) 280 (366) 1157 (780) * &

Los datos se expresan en medianas (RSIQs). * p=0,03 Ch-ABC vs. No inyectadas, # p=0,01 Ch-ABC vs.
Vehiculo, prueba U de Mann-Whitney.

Tabla 5. Frecuencia de otros comportamientos (alimentacion y acicalamiento) de madres controles,
inyectadas con vehiculo, y con ch-ABC.

Frecuencia No inyectada Vehiculo Ch-ABC
Alimentacién 4 (6) 3 (4) 3 (6)
Acicalamiento 21 (24) 22 (20) 16 (12)

Los datos se expresan en medianas (RSIQs).

Con respecto al parto, todas las ratas parieron en el dia 23 de gestacion, y las caracteristicas
de la camada (nimero de crias, peso por cria, y proporcién hembra/macho), tampoco variaron

entre los grupos(Tabla 6). Estas variables fueron medidas en el dia 2 postparto.

Tabla 6. Caracteristicas de la camada en dia 2 postparto (niUmero de crias, peso por cria, y proporcion
de hembras/machos), de madres controles, inyectadas con vehiculo, y con ch-ABC.

No inyectada Vehiculo Ch-ABC

N® de crias 14 (7,5) 16 (10) 12 (7,9)
Peso por cria (g) 7.9(53) 7.7(44) 6,9 (4,0)
Hembras/Machos 1,25 (1,25) 1,4 (1,1) 1,1 (0,7)

Los datos se expresan en medianas (RSIQs).
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Experimento |l

Con respecto a la expresion de las RPNs en el APOm a las 24 horas de la inyeccion, se
observé que tanto las ratas inyectadas con vehiculo como no inyectadas, presentaron RPNs en
todo el APOm, y no parece haber diferencias en su nivel de expresion (Tabla 7, Figura 10). En
cambio, se observo que las mismas fueron disueltas en gran medida o completamente al ser
tratadas con ch-ABC (Tabla 7, Figura 10).

Tabla 7. Proporcién de ratas con expresion minima-nula (-), moderada (£), o maxima (+) de RPNs en el
APOmMm, para ratas no inyectadas, inyectadas con vehiculo y con Ch-ABC en dia 15 de gestacion, y
perfundidas 24 horas luego.

Expresion de las

RPNs en APOm ] * *
No inyectada 0/4 0/4 4/4
Vehiculo 0/3 0/3 3/3
Ch-ABC 4/4 0/4 0/4

Figura 10. Imagenes representativas de la expresion de las RPNs en dia 16 de gestacion en el APOm de
ratas no inyectadas (A), inyectadas 24 horas antes con vehiculo (B) y con Ch-ABC (C). Para detectar las
RPNs se realiz6 la reaccién histoquimica a la lectina de Wisteria Floribunda

DISCUSION

Dada la dinAmica temporal de la expresion de las redes perineuronales en el area preoptica
media durante la gestacion y el postparto temprano (57,58), y teniendo en cuenta el rol que
juega esta area en la plasticidad de la conducta maternal (15,32-34), en este trabajo nos
planteamos el objetivo de explorar el rol de estas estructuras en el comportamiento maternal de
la rata. Para abordar este objetivo, se empled una técnica de disgregacion de las RPNs en el
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APOmM mediante la inyeccion intracerebral de la enzima condroitinasa-ABC, que fue puesta a

punto por primera vez en este trabajo.

Efecto de la administracién de la Ch-ABC en la corteza cerebral

La enzima Condroitinasa ABC degrada las redes perineuronales cortando la unién entre las
cadenas de glicosaminoglicanos y el condroitin sulfato (39). Esta técnica, ha sido utilizada para
explorar el rol de las RPNs en distintos procesos neurales. Estos estudios se han centrado
principalmente en la corteza cerebral, y en algunas otras areas subcorticales (40,43,44,48-
52,55). Por esta razoén, decidimos comprobar el correcto funcionamiento de esta enzima en la

corteza, previo a emplearla en el APOm, donde hasta el momento su accién era desconocida.

Las RPNs se disolvieron completamente en las ratas inyectadas con Ch-ABC, y de forma
interesante, la disolucién alcanzé zonas corticales distales al sitio de inyeccién. Un resultado
similar se observé en Romberg et al., (51), sugiriendo un alto poder de difusién de esta enzima.
Sin embargo, sabiendo que el poder de difusién de una molécula en el espacio extracelular
depende de su cercania a las células (59), y que probablemente la densidad neuronal sea
diferente en el APOm, la difusion de esta enzima podria variar entre estas areas.

Disgregacion de las RPNs en el APOm y comportamiento maternal

Dado que las RPNs parecen jugar un rol en la consolidacién de los circuitos neurales (38), nos
preguntamos si degradarlas durante su ensamblaje en una de las areas implicadas en el
circuito maternal, podria afectar esta conducta. Considerando que las redes comienzan a
ensamblarse en dia 10 y alcanzan su maxima expresion en dia 21 de gestacion (57,58),
elegimos administrar la enzima dentro de este periodo. No obstante, entre los dias 15y 18 de
gestacion, el grado de expresion de las RPNs en el APOm aumenta (57,58), y por ende, el
volumen requerido para disolverlas podria ser diferente. Por este motivo, inyectamos dos
volumenes -0,5 y 1ul por hemisferio-, determinados en base a trabajos donde emplean esta
enzima en nucleos subcorticales de tamafos similares al del APOm (52,55), pero dado que los

resultados obtenidos fueron similares, agrupamos los datos en un solo grupo.

Los resultados mostraron que las ratas inyectadas con ch-ABC, excepto una, presentaron un
menor nivel de RPNs que las ratas controles en toda el APOm. El hecho de que una de ellas no
presente tal disminucién es probable que sea debido a un error experimental en el momento de
inyeccion. Al perfundir y extraer el cerebro del animal, se hallé un codgulo de sangre entre el
craneo y el mismo, lo que sugiere una obstaculizacion por hemorragia al momento de introducir

la jeringa, impidiendo administrar eficazmente la enzima en el tejido.
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Por otro lado, para que el volumen de inyeccion per se no dafara el tejido, se eligié una menor
velocidad de inyeccion y la jeringa se dejo en el sitio mas tiempo que lo reportado en otros
trabajos en areas de tamafio similar (52). Como muestran los resultados, no parece haber
diferencias de expresién de las RPNs entre ratas no inyectadas e inyectadas con vehiculo, y el
tejido parece haberse conservado en buen estado en los tres grupos experimentales. Esto

asegura gque la manipulacion per se no alterd la expresion de las RPNs.

Con respecto a los resultados comportamentales, se observo que las ratas tratadas con Ch-
ABC realizaron menos lamidos anogenitales y pasaron menos tiempo en hover over que las
madres inyectadas con vehiculo. Estas dos medidas, constituyen componentes importantes
para el desarrollo de las crias. Los lamidos anogenitales, limpian y promueven la eliminacién de
residuos (1), pero también permiten a la madre recuperar agua y electrolitos gastados mientras
cuida de sus crias (60). Asimismo, la estimulacion tactil que reciben las crias mientras su
madre las lame tiene importantes efectos en el desarrollo emocional, sexual y enddcrino de las
crias. Se ha reportado que un aumento en la cantidad de lamidos recibidos por las crias reduce
conductas de miedo y altera la funcién reproductiva de las crias en la adultez (4,6,61). En
cuanto al hover over, que refiere a la posicion de la madre sobre las crias, es una medida
indirecta del grado de interaccién entre madre-cria, dado que en esta postura la madre también
realiza otras actividades, como lamer a sus crias (1). Parece coherente entonces, que los
lamidos anogenitales hayan sido menores en madres con Ch-ABC si también lo fue la duracion
de esta postura. Este componente maternal cumple ademas la importante funcién de mantener
la temperatura de las crias y dar acceso al amamantamiento (62). Por este motivo, una
disminucion en esta postura podria tener como consecuencia un menor desarrollo de las crias.
En este sentido, si bien no varié de forma significativa entre grupos, resulta interesante que las
ratas inyectadas con Ch-ABC no hayan amamantado a sus crias en el tiempo que durd la

prueba comportamental. Realizar mas experimentos nos permitira evaluarlo.

De forma inesperada, los lamidos anogenitales y el hover over, no variaron entre madres
inyectadas con ch-ABC y madres no inyectadas, probablemente debido al reducido niamero de

animales utilizados.

Por otra parte, el tiempo que tarda la madre en acarrear todas las crias en el nido -latencia
RTCN-, es considerada clave en la respuesta maternal en ratas (9) y es un comportamiento
complejo que involucra procesamiento cognitivo, ya que la madre debe reconocer a su cria,
moverse hacia ella, recogerla, y recordar el lugar del nido para depositarla (1). Dado que las
RPNs de las ratas inyectadas con Ch-ABC en el APOm no se vieron alteradas en corteza
(datos no mostrados), es posible que el aumento de esta variable en este grupo se deba

principalmente a aspectos motivacionales de la madre hacia las crias (1). Si bien la
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introduccion de la jeringa en el cerebro para inyectar en el APOm lesiona inevitablemente la
corteza, esta manipulacién no afectdé el comportamiento de los animales, dado que la latencia
de la RTCN, asi como otros comportamientos no maternales, no variaron entre ratas

inyectadas con vehiculo y no inyectadas.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en el parto y caracteristicas de la camada,
como el nimero de crias, el peso, y la proporcion de hembras/machos en la camada entre los

grupos experimentales.

Estos resultados sugieren que la manipulacion farmacoldgica empleada es especifica de la
conducta maternal, ya que otros comportamientos como la alimentacién y acicalamiento no se
vieron afectados. Asimismo, indican que las diferencias encontradas en algunos componentes

maternales no se deben a dafios motores o cognitivos.

Cabe destacar que en el laboratorio, es la primera vez que se realiza una cirugia intracerebral
en gestacion, y tan cercana al parto. Teniendo esta consideracion, los resultados obtenidos
presentan gran valor al demostrar que dicha manipulacién es viable, no afecta el desarrollo de
las crias en el Gtero o el parto en si mismo, y puede ser incorporada a las técnicas

experimentales utilizadas en el laboratorio.

Basandonos en estos resultados, en la expresion de las RPNs del APOm durante la gestacion
(57,58), y su rol en la consolidacion de los circuitos neurales (38), podemos proponer que la
degradacién de estas estructuras estaria impidiendo que el circuito maternal se consolide
correctamente. En este sentido, seria interesante conocer el fenotipo de las neuronas rodeadas
por las RPNs en el APOm para entender mejor los mecanismos que regulan esta conducta. En
la corteza cerebral, la mayoria de las neuronas envueltas por RPNs son GABAérgicas (44). En
el APOm, se sabe que las RPNs no rodean a todas las neuronas sino a una subpoblacion de
esta area (58). Aunque el APOm es un area compleja y heterogénea que contiene diferentes
tipos celulares (21,65), Tsuneoka et al., (65) observaron que en el comportamiento maternal del
raton, las neuronas que expresan c-FOS en APOm son principalmente inhibitorias
GABAérgicas. Fang et al.,, (66) por otro lado, reportaron que las neuronas GABAérgicas
responsables de algunas conductas maternales, expresan receptores de estrogeno. Se sabe a
su vez que el estrogeno, puede incrementar la liberacion y sintesis de GABA (67,68). Teniendo
en cuenta el rol de las hormonas esteroideas de la gestacion en la expresion de las RPNs del
APOm (58), junto a estos antecedentes, es posible plantear que las neuronas de APOm
envueltas por las RPNs son neuronas inhibitorias GABAérgicas. Esto puede determinarse
realizando una inmunodeteccién para marcar la enzima que cataliza la decarboxilacién de

glutamato en GABA (GADG67: glutamato decarboxilasa) junto a la deteccion de RPNs con WFA.
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Teniendo en cuenta la varianza interindividual que existe en el comportamiento maternal (5), es
importante destacar que el nimero de ratas en cada grupo experimental es minimo, y sera
ampliado mas adelante. Es posible que con una muestra mayor, surjan otras diferencias entre
las ratas inyectadas con la enzima y las controles. De este experimento podemos concluir,
hasta ahora, que una disminucion en la expresion de las RPNs del APOm durante la gestacion

afecta algunos componentes maternales en postparto temprano.

Analisis temporal de las RPNs en APOm

El hecho de que las RPNs, aunque de forma moderada, estuviesen presentes en las ratas
inyectadas con ch-ABC, puede deberse a que la Ch-ABC no logro disolverlas completamente, o
a que las mismas se disolvieron y volvieron a formarse en el periodo de tiempo entre la
inyeccion y la perfusion del animal. A partir de los resultados en el Experimento II, en el cual los
animales fueron perfundidos 24 horas luego de ser inyectados, podemos interpretar que las
RPNs expresadas en el APOm de ratas inyectadas con ch-ABC y perfundidas en dia 1-2
postparto, corresponden a un re-ensamblado.

Este resultado es interesante si se tiene en cuenta el trabajo de Romberg et al. (51) en corteza,
en el cual se administra un total de 0,6 ul de Ch-ABC a una concentracién de 0,05U/ul -cuatro
veces menor a la utilizada en este trabajo-, y observa que las RPNs siguen ausentes a las dos
semanas, tienen un nivel bajo de expresion a las seis semanas, y se expresan en su totalidad a
las ocho semanas. En este trabajo, la dosis utilizada fue de 2U/ul, y se inyecté 0,5 o 1 pl por
hemisferio, y a los 7-10 dias de inyeccion las RPNs estaban presentes. Siguiendo la hipétesis
planteada, las RPNs se expresarian en gestacién para jugar un rol en la consolidacion del
circuito maternal y de esta manera, contribuir a la correcta expresién de la conducta maternal.
Entonces, el resultado recién discutido apoya esta hipotesis. Es l6gico pensar que si las RPNs
del APOm son importantes en este periodo, exista una fuerte regulacion que las genere y
mantenga, y una dosis aguda de Ch-ABC no sea suficiente para mantenerlas disgregadas en
ese periodo de tiempo. En este sentido, Ferrefio (57) y Uriarte et al. (58), realizaron un
experimento en el cual simulan el perfil hormonal de la gestacion en un tratamiento de
estrdgeno y progesterona en ratas ovariectomizadas, y las mismas expresan RPNs en APOm.
Esta evidencia indica que los altos niveles de hormonas esteroideas de la gestacion regulan el
ensamblaje y mantenimiento de las RPNs en esta area, explicando por qué en nuestro trabajo,
las RPNs reaparecen en un menor tiempo que el reportado por Romberg et al., (51) para

corteza.
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Aunque aun se desconoce en profundidad como se sintetizan las RPNs, Carulli et al., (45)
identificaron que la sintesis neuronal de Crtll, proteina de union de Hialuranos y
Proteoglicanos, parece ser clave en su formacion. A su vez, los animales que carecen de esta
proteina, generan proteoglicanos de condroitin sulfato esparcidos difusamente mas que
concentrados en RPNs, rodeando Unicamente los somas pero no las dendritas (45). Esta
evidencia parece corresponder a la forma en que toman las RPNs en las ratas tratadas con Ch-
ABC en el Experimento |. Podriamos hipotetizar que en el APOm durante la gestacion, esta
proteina no se sintetiza de forma suficiente en el periodo de tiempo estudiado. Esto explicaria
por qué la morfologia de las RPNs re-ensambladas difieren en forma con respecto a las
controles. Podriamos comprobar esta hipotesis realizando una inmunohistoquimica que detecte

la expresion de esta proteina.

CONCLUSIONES

En este trabajo se logré poner a punto una técnica nueva y compleja, que disuelve las RPNs
del APOm de la rata mediante una inyeccién intracerebral de la enzima ch-ABC -hasta ahora
no empleada en esta area-, en un periodo critico y delicado como es la gestacion. En este
trabajo se incluyeron los datos de madres inyectadas entre los dias 15 y 18 de gestacion, pero
es interesante mencionar que también se inyectaron animales 48 horas previas al parto, y tanto
la recuperacién como el parto fueron exitosos. A partir de este trabajo, esta técnica es una
herramienta mas del laboratorio, que permite explorar las bases neurobiolégicas de la

gestacion.

Los resultados indican que tras una inyeccion aguda de Ch-ABC en gestacion, las RPNs del
APOmM son degradadas y vuelven a ensamblarse de forma mas rapida que lo reportado por
otros autores en corteza, probablemente mediado por el perfil hormonal caracteristico de este
periodo. Este fendmeno es suficiente para afectar algunos componentes importantes de la
conducta maternal en los primeros dias postparto, sugiriendo fuertemente que las RPNs del

APOmM en la gestacion, juegan un rol facilitador de la conducta maternal.
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PERSPECTIVAS

En primer lugar, es importante mencionar que este trabajo muestra datos preliminares dado el
bajo nimero de animales. Posteriormente, incorporaremos mas animales, y se realizard una
cuantificacion del grado de expresion de las RPNs en APOm, que podra correlacionarse con el
comportamiento maternal. En este trabajo, el grado de expresion de las RPNs se clasificd
cualitativamente en base a la observacion. Para realizar la cuantificacion, las imagenes seran
analizadas mediante el software ImageJ, se transformaran a 8 bits en escala de grises y de
pixeles a micrémetros. Se fijara la region de interés tomando el contorno que incluye la
extension de la sefial detectada, y luego se realizaran comparaciones estadisticas mediante
ANOVA, seguido del test post hoc Tukey, tal como lo hicieron Ferrefio (57) y Uriarte et al., (58).

En segundo lugar, seria valioso caracterizar la dinamica temporal del re-ensamblado de las
RPNs del APOm, como lo hizo Romberg et al., (51) para la corteza cerebral. Conociendo
cuanto tiempo demoran en reaparecen las RPNs luego de ser degradadas con la enzima,
podriamos realizar un mejor analisis de los resultados del Experimento I. Si las RPNs, tardasen
una semana en re-armarse, entonces las redes observadas en el APOm se habrian re-
ensamblado en postparto, y habrian estado ausente durante la gestacion. Si en cambio, estas
estructuras se rearman a las 48 horas de la inyeccién con Ch-ABC, indica que la ausencia de
las mismas durante este tiempo es suficiente para alterar el comportamiento maternal,

sugiriendo un rol alin mas importante en su regulacion.

Por otro lado, conocer este dato, permitira disefiar un protocolo experimental que permita
mantener ausente a las RPNs durante toda la gestacion, y de esta manera, observar su efecto
en el comportamiento maternal. Una posibilidad, es implantar canulas guias en el APOm
(15,57) e inyectar periodicamente Ch-ABC, de manera de evitar su re-ensamblado y evaluar el
comportamiento maternal en estas condiciones. Este protocolo debera ser puesto a punto, y
presenta algunos desafios experimentales. Por un lado, el volumen deberé ser ajustado, puesto
gue la inyeccién crénica podria tener diferentes consecuencias para el tejido que una inyeccion
aguda. Por otro lado, se requieren mas eventos de manipulacion del animal en un periodo

critico, donde las ratas suelen presentar un mayor grado de agresividad (63,64).

Por ultimo, dadas las evidencias anteriores que indican el rol de las neuronas GABAérgicas en
el comportamiento maternal y su regulacion por los esteroides gonadales, seria interesante
determinar si las neuronas envueltas por las RPNs en esta area son GABAérgicas, y si las

mismas expresan receptores de hormas esteroideas.
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Este trabajo fue realizado en el marco del proyecto I/FVF2017/084: “Caracterizacion funcional
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Responsable: Natalia Uriarte.

Con los datos de este trabajo, se presenté el péster: “Organizacion de la matriz extracelular en
el &rea predptica media y comportamiento maternal de la rata (Rattus norvegicus)’. Pomi J.,
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