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RESUMEN

El desarrollo y maduracion del sistema nervioso durante la gestacién y el periodo
posnatal temprano es altamente sensible a factores ambientales que modulan las
capacidades sensoriales, motoras, cognitivas y sociales de los individuos, incidiendo en
la probabilidad de desarrollar patologias psiquidtricas. Los trastornos del espectro
autista (TEA) constituyen un conjunto heterogéneo de patologias del neurodesarrollo
que se caracteriza por el deterioro de las interacciones sociales reciprocas, dificultades
en la comunicacién verbal, comportamientos repetitivos e intereses restringidos.
Asimismo, se han reportado alteraciones del sistema somatosensorial aunque existen
pocas referencias de las bases estructurales y funcionales implicadas. El tratamiento
prenatal de roedores con acido valproico (VPA) es un modelo ambiental de TEA que
presenta un fuerte correlato con la clinica, y se basa en el efecto teratogénico del VPA
observado en humanos. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del
tratamiento prenatal con acido valproico en la organizacidon cortical del sistema
somatosensorial de vibrisas de la rata. En primer lugar, se pusieron a punto tres
técnicas (histoquimica para citocromo oxidasa, inmunohistoquimica para Fos y la
combinacidon de ambas para obtener un doble marcado), que permitieron el estudio de
este sistema, en animales prenatalmente expuestos a VPA. Los animales expuestos
presentaron alteraciones estructurales de la representacion cortical de las vibrisas
(corteza de barriles), entre las que se destaca una disminucién en el tamafio del mapa,
sin afectar los pesos corporales ni cerebrales. Asimismo, se observé que los animales
tratados mostraron una tendencia hacia una menor actividad funcional del sistema
evidenciada mediante la expresion de Fos, cuando exploraron un ambiente
enriquecido. Este es el primer reporte que muestra cambios estructurales en la corteza
de barriles en un modelo de VPA. Queda por determinar si la menor actividad
funcional se mantiene al aumentar el nimero de individuos y si estas alteraciones se
correlacionan con una disminucién en la capacidad de discriminacién tactil.



INTRODUCCION

Desarrollo del sistema nervioso

El establecimiento de los patrones generales de organizacidon del sistema nervioso
ocurre en etapas tempranas del desarrollo mediante mecanismos dependientes de la
informacién genética [1][2], sefiales de interaccion célula-célula y de la célula con la
matriz extracelular [3], en un proceso previo a la formacion de sinapsis e
independiente de la actividad neuronal. Una vez establecidos los patrones generales
de organizacion, la actividad nerviosa es responsable del refinamiento de los circuitos
[4][5]. Durante las etapas tempranas de la vida posnatal, los patrones de actividad
neuronal son guiados por las experiencias, permitiendo la adaptacidn estructural y
funcional de los circuitos a las caracteristicas del medio [6]. Estas ventanas temporales
en las que la configuracion de los circuitos neurales es altamente dependiente de la
experiencia se conocen como periodos criticos del desarrollo [7].

Asimismo, los eventos ocurridos durante la gestacién y las primeras etapas de la vida
posnatal son capaces de modificar la trayectoria del desarrollo y maduracién del
sistema nervioso, modulando las capacidades sensoriales, motoras, cognitivas y
sociales de los individuos, e incidiendo en la probabilidad de desarrollar patologias
psiquidtricas en el transcurso de la ontogenia [8].

El sistema somatosensorial en particular tiene un importante papel en el desarrollo del
individuo, y se encuentra alterado en distintos trastornos del neurodesarrollo [9][10].
Ademas, estas alteraciones se han visto asociadas con déficits en la comunicacién, las
habilidades motoras y las interacciones sociales [11][12].

Las vibrisas de los roedores como modelo para el estudio del sistema
somatosensorial

La somatosensacién mediada por las vibrisas es un sistema formado por un grupo de
pelos que se ubican alrededor del hocico (vibrisas o whiskers) y que actian como
receptores tactiles que permiten la exploracién activa del ambiente [13][14]. Se
considera que ha evolucionado a partir de un sistema mas rudimentario presente en
un ancestro comun a marsupiales y placentados como una ventaja adaptativa en
especies de habitos nocturnos [13][15]. El movimiento activo de las vibrisas (también
llamado whisking) permite a los individuos realizar una variedad de funciones
comportamentales como la exploracién de nuevos ambientes, el reconocimiento de
objetos, la navegacién espacial y la interaccién social [15][16].



En las ratas, las vibrisas adoptan una disposicion en cuadricula a cada lado del hocico.
Alli se pueden distinguir unas vibrisas cortas, delgadas, mas cercanas a la nariz,
denominadas microvibrisas y otras vibrisas mas largas, rigidas, caudales a las
anteriores, conocidas como macrovibrisas. Estas ultimas, forman una malla de cinco
filas y entre cuatro y siete columnas [17]. Los foliculos pilosos de estas vibrisas estan
inervados por axones distales de neuronas pseudounipolares del ganglio trigémino,
mientras que los axones proximales proyectan hacia nucleos del complejo trigeminal
del tronco encefalico ipsilateral (Figura 1A y B). En este complejo, las neuronas que
reciben informacion sensitiva desde las células del ganglio trigémino forman agregados
discretos denominados barriletes (barreletts), que representan cada vibrisa de forma
individual (Figura 1C). Estos barriletes poseen una organizacion somatotdpica que se
corresponde con la distribucion de las vibrisas en el hocico ipsilateral. A su vez, las
neuronas de los barriletes envian proyecciones que decusan y proyectan sobre el
nucleo ventro-posterior medial (VPM) del tdlamo contralateral, formando otras
agregaciones somatotdpicas denominadas barriloides (barriloids) (Figura 1D).
ultimo lugar, las aferencias de las neuronas talamicas de los barriloides forman
agregados cilindricos denominados barriles (barrels) en la capa IV de la corteza
somatosensorial primaria, estableciendo conexiones en una relacién uno a uno entre
cada vibrisa y cada barril contralateral. De esta forma, en la corteza somatosensorial
primaria puede observarse un mapa de barriles dispuestos en filas (A-E) y columnas (1-
5), separados por espacios denominados septos [17] (Figura 1E). Una forma clasica de
demostrar este mapa es mediante el uso de la técnica histoquimica para citocromo
oxidasa [18][19].
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Figura 1. Esquema de la via sensorial del sistema de vibrisas de la rata. La via del sistema de vibrisas
comienza en los foliculos pilosos de las vibrisas localizadas a cada lado del hocico del animal (A). Los
foliculos pilosos estan inervados por terminales nerviosas periféricas de células pseudounipolares
localizadas en el Ganglio Trigémino (B). A su vez, las ramas proximales de los axones proyectan hacia el
Complejo Trigeminal del tronco encefalico ipsilateral formando agregados discretos organizados
somatotdpicamente denominados barriletes, que corresponden al area de representacion de cada
vibrisa (C). Las neuronas de los barriletes proyectan y decusan hacia el nicleo ventro-posterior medial
(VPM) del tdlamo contralateral, formando otra serie de agregaciones somatotdpicas denominadas
barriloides (D). Finalmente, las neuronas del talamo proyectan hacia la corteza somatosensorial primaria
formando agregados cilindricos discretos denominados barriles, dispuestos en filas (A-E) y columnas (1-
5) (E). En (F) se muestra el esquema general de la via.

Las caracteristicas estructurales antes descritas hacen de este sistema un modelo
ventajoso para el estudio de los procesos de desarrollo y plasticidad del sistema
nervioso [20]. Este sistema se organiza de forma tal que la representacién neural de
cada vibrisa puede analizarse estructural y funcionalmente a lo largo de toda la via y
con relativa facilidad. Ademas, es un sistema de facil acceso que permite realizar
manipulaciones experimentales tanto a nivel central como periférico. Es asi que el
sistema de whiskers resulta un excelente modelo bioldgico para estudiar el papel de
los factores genéticos y ambientales involucrados en los procesos de organizacién
estructural y funcional de los circuitos neurales locales y de los mecanismos que
subyacen a la formacién de mapas somatotdpicos, asi como de los procesos de
neuroplasticidad que operan durante el periodo posnatal temprano [20][21][22].

Trastornos del neurodesarrollo

Se han identificado multiples factores genéticos y ambientales que pueden
predisponer a desarrollar desérdenes del sistema nervioso. Es posible que las
alteraciones del desarrollo no se deban Unicamente a la presencia de uno u otro de
estos factores sino a una combinaciéon de los mismos. Un ejemplo de esto lo
encontramos en los trastornos del espectro autista (TEA), que constituyen un conjunto
heterogéneo de patologias cuya condicién se establece tempranamente en el
desarrollo del sistema nervioso y continda durante toda la vida del individuo [23]. Este
tipo de trastornos se caracteriza por alteraciones en la comunicacién e interaccion
social, comportamientos repetitivos robustos e intereses restringidos y deficiencias
sensoriales como la respuesta anormal a estimulos inocuos [24][25]. Con respecto a su
etiologia, se han descrito diferentes factores genéticos capaces de explicar la
predisposicion al desarrollo de TEAs [26][27].

El fenotipo comportamental exhibido en estos trastornos se puede reproducir en
animales experimentales mediante distintos modelos genéticos, entre los que se
encuentran Mecp2, Shank3 y Fmrl. A partir de estos modelos, se han podido estudiar
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mas en profundidad las vias bioquimicas subyacentes y las bases celulares asociadas a
los mismos [28]. Particularmente, en el sistema somatosensorial, se evidencié que
estos modelos presentan hipersensibilidad a estimulos tactiles ligeros, discriminacién y
defensividad tactil alteradas, asi como la disfuncion de neuronas sensoriales
[29][30][31]. En un modelo de knockout (KO) para Mecp2, se han reportado
alteraciones estructurales en la corteza somatosensorial de barriles [32].

Si bien los modelos basados en alteraciones genéticas descritas en humanos resultan
de gran interés, ninguna de las alteraciones identificadas permite explicar mdas de 1-
2.5% de los casos registrados. Es por este motivo que la asociacidon con factores
ambientales ha cobrado relevancia durante los ultimos afios, identificandose distintos
factores pre y posnatales relacionados con el aumento de la probabilidad a desarrollar
trastornos del espectro autista [33][34][35].

El 4cido valproico (VPA, por sus siglas en inglés) es un factor ambiental que altera las
trayectorias del neurodesarrollo, con un fuerte correlato clinico basado en la
capacidad teratogénica del VPA observada en humanos. Las mujeres que durante la
etapas tempranas del embarazo reciben tratamiento con VPA como antiepiléptico,
tienen mayor probabilidad de que sus hijos desarrollen estos trastornos [36][37]. En
particular, la exposicion prenatal aumenta el riesgo de desarrollar alteraciones
anatdmicas [38][39], déficits atencional, hiperactividad, deficiencias en la
comunicacion y sociabilidad [40][41], asi como hiperexcitabilidad [42]. En roedores se
ha determinado que la exposicion temprana de los embriones a VPA, préxima al
periodo en que el tubo neural se cierra, induce anormalidades anatdmicas y
comportamentales similares a las observadas en pacientes humanos con TEA [43].
Entre los reportes se encuentran: hiperactividad, comportamientos repetitivos, menor
actividad exploratoria, comportamientos sociales alterados asi como déficits
sensoriales como la hipersensibilidad a estimulos inocuos [44][45].

Dado que la informacién disponible sobre las alteraciones del sistema somatosensorial
estd restringida sobre todo a modelos genéticos de TEA, resulta interesante analizar el
efecto de los factores ambientales, y del acido valproico en particular, sobre el
desarrollo de dicho sistema en la rata.

HIPOTESIS

El tratamiento prenatal con &cido valproico produce alteraciones estructurales vy
funcionales en el sistema somatosensorial de vibrisas de la rata, similares a las
observadas en modelos genéticos de trastornos del espectro autista.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto del tratamiento prenatal con acido valproico en la organizacion
anatomo-funcional de la corteza somatosensorial de vibrisas de la rata.

Objetivos especificos

1. Poner a punto la técnica histoquimica para la deteccién de la enzima citocromo
oxidasa en la corteza de barriles.

2. Poner a punto la técnica inmunohistoquimica para la deteccién de la proteina Fos,
como marcador de actividad neuronal.

3. Disefar un protocolo estandarizado de procesamiento de imagenes para la
obtenciéon de parametros morfométricos de la corteza de barriles obtenidos con la
técnica histoquimica.

4. Comparar la organizacién estructural de la corteza de barriles entre dos grupos
experimentales (control salino y tratamiento con acido valproico).

5. Comparar la presencia de un marcador de actividad neuronal sobre la corteza de
barriles entre dos grupos experimentales (control salino y tratamiento con acido
valproico), luego de una prueba de exploracidon activa en un ambiente nuevo vy
enriquecido.



METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

Animales

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) macho de la cepa Wistar, dado que este
trastorno es diagnosticado cuatro veces mas en hombres que en mujeres [25]. Los
animales fueron mantenidos en condiciones estdndar de humedad (45-65%),
temperatura (20-22°C), ciclo de luz-oscuridad (12-12hs), y con comida y agua ad
libitum, en el Laboratorio de Experimentacién Animal de Facultad de Ciencias de la
Universidad de la Republica. Los protocolos experimentales fueron evaluados vy
aprobados en la Comisién de Etica en el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de
Ciencias (Exp. 240011-000425-20).

Tratamiento y grupos experimentales

Para la obtencién de los animales experimentales, se realizaron cruzamientos de
hembras receptivas (proestro tardio) con machos sexualmente activos, registrando la
fecha de los mismos como dia de gestacidn 0. Se crearon dos grupos experimentales,
divididos en controles y tratados. En el grupo tratado se administré a ratas gestantes
una Unica dosis intraperitoneal de VPA (500 mg/Kg) disuelto en solucion salina (NaCl
0,9%) en el dia 12,5 de gestacién [45]; mientras en el grupo control, se administrd a
ratas gestantes el mismo volumen de solucién salina mediante una unica inyeccién
intraperitoneal, el mismo dia de gestacidn (Figura 2). Las hembras gestantes fueron
alojadas en cajas de a cuatro, divididas de acuerdo al tratamiento recibido, y en el dia
19 de gestacidn se realojaron en cajas individuales. El dia del parto se contabilizé como
dia O postnatal. Una vez nacidas las crias, se unificaron las camadas obtenidas en un
numero de 4 hembras y 4 machos por camada. En el dia 21 posnatal se separaron las
crias de las madres. Una cohorte se dejo crecer hasta el rango de dias postnatal 45-55
(P45-P55) y fue utilizada para determinar la actividad citocromo oxidasa y otra cohorte
hasta el rango de dia posnatal 54-74 (P54-P74) utilizadas para la inmunohistoquimica
contra Fos.
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Figura 2. Esquema del tratamiento farmacoldgico. El dia del cruzamiento se registr6 como dia
gestacional 0. En el dia 12,5 gestacional se conformaron los grupos experimentales divididos en tratados
y controles, mediante una Unica inyeccidn intraperitoneal con 4cido valproico (VPA, 500 mg/Kg) disuelta
en solucién salina o el mismo volumen solucién salina (NaCl 0,9%). El dia del parto se contabilizé6 como
dia postnatal 0. El dia postnatal 21 se separaron las madres de las crias y se las dejo crecer hasta el dia
de la perfusion.

Registro de peso y valoracion de alteraciones macroscépicas

Se contabilizé el nimero de macrovibrisas del hocico de los roedores y se valord la
existencia de alteraciones en la anatomia de la cola. También se registraron los pesos
corporales y cerebrales, dado que en estudios previos se observd una disminucion de
los pesos asi como la aparicion de defectos en la anatomia de las colas de los
individuos expuestos prenatalmente a VPA [44][46], utilizandolo como un reportero de
la efectividad del tratamiento.

Colecta y procesamiento de encéfalos

Para obtener los encéfalos, los animales se anestesiaron con tiopental sddico (80
mg/Kg) por via intraperitoneal. Luego de anestesiados, se perfundieron de forma
transcardiaca con solucidon de buffer fosfato heparinizada (5 minutos), seguida de
solucién de paraformaldehido al 4% (1mL/g). A continuacién, se disecaron los
encéfalos para posteriormente analizar la corteza somatosensorial. Algunos encéfalos
fueron utilizados para cortes coronales mientras que otros fueron utilizados para
realizar cortes tangenciales a la superficie cortical. Para los primeros, luego de
disecado el encéfalo, se realizaron dos cortes transversales al mismo: el primero por
delante del septum triangular, y el segundo inmediatamente anterior a la glandula



pineal (Figura 3A). Las piezas de cerebro obtenidas fueron postfijadas durante tres
horas y conservadas en buffer fosfato a 42C hasta el momento del corte. Por otro lado,
los cerebros utilizados para cortes tangenciales tuvieron una diseccion mds minuciosa.
Inmediatamente después de disecado el encéfalo, se procedié a disecar la corteza
somatosensorial primaria. En primer lugar se realizaron dos cortes transversales sobre
el encéfalo de la misma forma que fueron realizados para la obtencion de los cortes
frontales (Figura 3B). Luego, se separaron los hemisferios cerebrales mediante un
corte sagital, para posteriormente diseccionar minuciosamente las regiones corticales
del 6rgano mediante la ayuda de un bisturi. Una vez obtenida la corteza, la misma se
postfijé bajo un vidrio durante tres horas para permitir su aplanado y mejorar asi la
visualizacién del mapa de la corteza de barriles. Tras la postfiajcion se incubaron las
cortezas en buffer fosfato a 4°C hasta el momento del corte. Los cortes se realizaron a
40 micrémetros de espesor, de forma coronal o tangencial a la superficie cortical
utilizando un vibratomo Leica VT1000S, en una cuba con buffer fosfato.

o= D )

Postfijacion
PFA %4

Diseccién

Figura 3. Esquema de la diseccion del cerebro para la obtencidon de cortes. Luego de la perfusidn
intracardiaca del animal se procedio a la diseccion de los cerebros. Para la obtencion de cortes coronales
se realizaron dos cortes con cuchilla transversales al érgano (A): uno anterior al septum triangular (1) y el
segundo inmediatamente anterior a la glandula pineal (ll). A continuaciodn, la pieza de cerebro se postfijo
durante 3 horas en paraformaldehido (PFA) 4% y luego se incubd en buffer fosfato (PB) hasta el
momento del corte en vibratomo. Para la obtencion de los cortes tangenciales, se realizaron dos cortes
transversales al 6rgano igual que para los cortes coronales (B: | y Il) mas un tercer corte sagital al érgano
(111). Con un bisturi se disecé minuciosamente la corteza para luego postfijarla aplanada bajo un vidrio en
PFA 4%. Luego se incubd la corteza aplanada en PB hasta el momento del corte en vibradtomo.

Histoquimica para citocromo oxidasa.

Las neuronas dependen principalmente del metabolismo oxidativo como fuente de
energia, consumiendo el cerebro aproximadamente el 20% del oxigeno total [47].
Dada la importancia del ATP como moneda energética celular, se espera que un
incremento en la actividad neuronal promueva una mayor respiracién celular dada la
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correlacién entre la actividad oxidativa mitocondrial y el estado funcional de las
neuronas [48].

En el presente trabajo, se determind la actividad de la citocromo oxidasa mitocondrial
(enzima terminal que compone la cadena de transporte de electrones), con una
modificacidon de protocolos descritos previamente [48]. Se realizd una incubacién en
buffer fosfato (0,2 M) con 0,3 mg/mL de citocromo C, 0,6 mg/mL de diaminobencidina
y 50 mg/mL de sacarosa a 37°C. La reaccidén se dejo transcurrir hasta 5 horas 30
minutos, evaluando los tejidos a distintos tiempos bajo lupa binocular. La reaccién se
detuvo mediante lavados con buffer fosfato y los cortes se montaron en portaobjetos
gelatinizados. A continuacidn, se deshidrataron con alcoholes de concentracién
creciente, xilol, y finalmente se montaron utilizando balsamo sintético.

Inmunohistoquimica para c-Fos.

La expresion de c-Fos se evaludé con modificaciones del protocolo descrito por otros
autores [49]: las secciones de corteza se lavaron tres veces en PBS (pH 7.4), se incubd
por 20 minutos en 45% etanol + 0,3% H,0, en agua bidestilada, se lavo tres veces en
PBS-Tritén X-100 al 0,5%, seguida por un bloqueo de sitios inespecificos por 1 hora en
PBS-Tritén X-100 al 0,5% + BSA 3% e incubado con el anticuerpo policlonal (anti-c-Fos,
Santa Cruz, a dos concentraciones 1:200 y 1:400) por 48hs a 4°C en PBS con Tritén X-
100 al 0,5% + BSA 3%. Luego las secciones fueron lavadas tres veces en PBS con Tritdn
X-100 al 0,3%, incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado (goat anti-rabbit,
Vector, a dos concentraciones 1:500 y 1:1000) en PBS con Tritén X-100 al 0,3% + BSA
3% por dos horas. A continuacidn se realizaron tres lavados en PBS con Triton X-100 al
0,3%, y se incubd con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (1:200, VECTASTAIN ABC)
en PBS-Triton X-100 al 0,3% por 1 hora, seguido por tres lavados en PBS y revelado con
50uL DAB / 1mL PBS + 50uL H,0, / 1mL PBS. La reaccion se detuvo con lavados de PBS.
Posteriormente los cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados y se
deshidrataron con alcoholes de concentracién creciente, xilol, y finalmente se
montaron utilizando bdlsamo sintético.

Una vez puesta a punto esta técnica se realizd una contratincién con Nissl para
determinar la localizacién subcelular de la proteina Fos. Para ello, se colored el
preparado con azul de toluidina al 1% por 30 segundos, luego se realizaron pasajes por
alcoholes crecientes y posteriormente xilol, para finalmente montar los cortes sobre
portaobjetos.
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Prueba de ambiente enriquecido

La llegada de estimulos extracelulares sobre las células animales provoca la rapida
transcripcion de varios genes inmediatos tempranos. Entre ellos el gen c-fos, que es
ampliamente utilizado como marcador de actividad neuronal. Con el fin de evaluar la
activacion de c-Fos en la corteza de barriles, se realizé una prueba basada en el
comportamiento exploratorio de las ratas frente a un ambiente nuevo y enriquecido
[50]. Para ello, se consideraron las condiciones dptimas para obtener una buena seinal
[51]: 1- supresidn de la actividad conductual del animal mediante la privacién sensorial
aislando socialmente al animal previo a la presentacién del estimulo; 2- maximizar la
sefial, presentando un nuevo estimulo hacia el individuo; 3- evitar la estimulaciéon
prolongada dado que resultaria en una sefial subdptima.

Para resolver espacialmente el patrén de activacidn, se recortaron las macrovibrisas de
ambos lados del hocico de la rata, excepto por la fila C. De esta forma, se espera
obtener una menor activacion sobre las representaciones corticales de las
macrovibrisas cortadas y poder asi estudiar la respuesta de la fila intacta. En primer
lugar, se anestesid a los animales con una solucién de 0.5mL/Kg conteniendo ketamina
(75.0mg/mL), xilacina (7.5mg/mL) y acedan (1.5 mg/ml), para proceder al recorte
agudo de las macrovibrisas correspondientes. Este recorte se realizé 24 horas antes de
la prueba y se las mantuvo aisladas hasta el momento de la misma. A continuacién, un
grupo de animales de cada condiciéon experimental previamente alojados en cajas de
48 x 33 x 16 cm, fueron realojados en nuevas cajas (ambiente nuevo) de iguales
dimensiones y materiales, con un entorno enriquecido con distintos elementos que
diferian en forma, tamafio y texturas, por 2 horas. Por otro lado, otro grupo de
animales de cada condicidon experimental permanecié en la misma caja (sin cambio en
su ambiente ni manipulacién) (Figura 4). Luego de realizadas las pruebas, los animales
fueron perfundidos y los cerebros procesados para inmunohistoquimica.
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Figura 4. Disefio experimental para la prueba de ambiente enriquecido. Un grupo de ratas de cada
condicidn experimental (tratados y controles) fue expuesto a un nuevo ambiente (abajo), enriquecido
con distintos elementos de formas y estructuras variables. A otro grupo de animales (arriba) se los
mantuvo en sus mismas cajas sin manipulaciéon experimental. Luego de un periodo de 2 horas se
perfundieron los animales y se procesaron los encéfalos para inmunohistoquimica.

Obtencion y procesamiento de imagenes

Las imdgenes para la técnica histoquimica citocromo oxidasa fueron obtenidas
mediante una lupa NIKON SMZ1000 a 20 aumentos (20x), acoplada a una cadmara
digital. Los parametros de configuracién de la camara se mantuvieron constantes
durante la adquisicion de todas las imagenes. Se registraron secciones en las cuales se
evidencid el mapa de barriles completo o fragmentos del mismo que podian
reconstruir la totalidad del mapa con cortes sucesivos. El procesamiento de las
imagenes se realizd utilizando el software libre Imagel) (NIH) [52]. Esta herramienta
informatica permitid medir el area del mapa total (en aquellos registros fotograficos
gue se observd el mapa completo), el drea del mapa ocupada por barriles, la longitud
de los septos y la curvatura de las filas (pardmetro inespecifico que se encuentra
alterado en otros modelos y condiciones experimentales) [53]. Para determinar la
curvatura se realizé el cociente entre la longitud de la linea que atraviesa el punto
central de todos sus barriles (E1, E2, E3, E4 y E5), sobre la longitud de la linea que une
Unicamente el punto central de los barriles de los extremos (E1 y E5), estableciendo
gue una fila o columna menos curva (mas parecido a una linea recta), dara lugar a un
cociente mas cercano a uno.

Las imagenes de la inmunohistoquimica contra c-Fos fueron obtenidas mediante un
microscopio Nikon Eclipse E4000 acoplado a una camara Micrometrics 319CU CMOS
3.2 Megapixel a 100 aumentos (100x). Los parametros de configuracién de la camara
se mantuvieron constantes durante el registro de las imagenes. En todos los casos fue
posible identificar un sector de la corteza con un méximo nivel de reaccion, contenido
en una o mas rodajas. Se registraron cortes donde se evidencid la maxima actividad c-
Fos, correspondiente a la fila C del mapa de barriles. Para realizar la cuantificacion de
los nucleos positivos para c-Fos se utilizé el software Imagel.

Analisis estadistico

Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante el test de t Student a través del
software Prism8 (GraphPad) [54]. El nimero de animales (n) por cada andlisis
experimental fue: pesos corporales ncontrol=8, Nvpa=9; pesos cerebrales ncontrol=3,
nypa=4; area total del mapa ncontroL=5, Nvpa=5; area ocupada por el total de barriles
Ncontrot=12, nypa=15; porcentaje del area total del mapa ocupada por barriles
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NconTrROL=5, Nvpa=5; curvatura de las filas E ncontrol=7, Nvpa=6; expresion c-Fos ncontroL
NORMAL=2, NconTroL ENRIQUECIDO=4, Nvpa NORMAL=4 Nvpa EnriQuECDO=6. Para cada experimento
se trabajé con una cria por madre.

Todos los resultados se expresan como medias + desvio estdndar (SD), excepto los
resultados correspondientes al andlisis de c-Fos que dado el bajo nimero de individuos
se expresan como medias * error estandar de la media (SEM), para determinar la
precision de la media.
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RESULTADOS

Modelo ambiental de acido valproico

La progenie de hembras tratadas prenatalmente presenté malformaciones anatdmicas
en sus colas, facilmente diferenciables de la estructura morfolégica normal (grupo
control), que se tornaron mas evidentes en la etapa adulta (Figura 5A). La presencia de
esta deformidad se utilizé para confirmar el éxito de la exposicidon al teratégeno. Sin
embargo, la exposicion al VPA no indujo diferencias significativas en los pesos
cerebrales (Control: 1650,0 + 174,3 mg, n=3; VPA: 1496,0 + 100,5 mg, n=4) y
corporales (Control: 266,1 + 29,6g, n=8; VPA: 281,7 + 10,2, n=9), en comparacién al
grupo control, para los rangos de edad utilizados (Figura 5B y C, respectivamente).
Tampoco se observaron diferencias en el nimero de macrovibrisas entre los grupos
(datos no mostrados).
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Figura 5. Comparacion anatémica de las colas y pesos de los grupos experimentales. En (A) se
muestran colas de ratas adultas control (izquierda) y tratadas con VPA (derecha). En (B) se observa la
comparacion de los pesos cerebrales y en (C) de los pesos corporales, de los grupos control (columnas
vacias) y tratados (columnas llenas), para los rangos de edad P54-P74. Los resultados se muestran como
medias * SD, test de t Student ; ns = no significativo.
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Puesta a punto de la técnica histoquimica para citocromo oxidasa (COX)

Con el fin de determinar la actividad enddgena citocromo oxidasa mitocondrial, se
procedid a realizar una técnica histoquimica para su deteccidn segln el protocolo
indicado en la seccién Metodologia. Fue necesario el transcurso de 4 horas y 30
minutos para lograr una definicion clara de las regiones con actividad citocromo
oxidasa. Para tiempos mayores el contraste disminuye y se hace dificil la observacién
microscopica.

La técnica histoquimica sobre las preparaciones histolégicas de cerebro permitid
observar, a aumentos topograficos de una lupa binocular (20x), una coloracién
amarronada en todo el tejido pero con una distribucién heterogénea. En cortes
coronales de cerebro, fue facil reconocer la neocorteza y la arquicorteza con distintas
tonalidades de una coloracién marrdn, mientras que la sustancia blanca se presentd
apenas coloreada (Figura 6A).

En ciertas regiones corticales asi como en areas subcorticales, fue posible observar
depdsitos de una coloracion marrén mas oscura, poniendo en evidencia diferencias
metabdlicas entre las distintas dreas. Especificamente, en cortes coronales de la
neocorteza somatosensorial se pudo apreciar una serie de manchas columnares
(correspondientes a los barriles) con su eje mayor dispuesto perpendicular a la
superficie cortical (Figura 6B). Los barriles presentaron una delimitacion por regiones
estrechas con baja actividad citocromo oxidasa (septos). Las regiones con barriles
pudieron apreciarse aproximadamente desde bregma -0.36mm a -4.36mm.

En cortes tangenciales a la superficie cortical, se hizo evidente un patrén de manchas
oscuras separadas entre si por estrechas zonas con baja actividad citocromo oxidasa
correspondiente a los septos (Figura 6C). Los barriles adoptan una disposicion idéntica
a como se posicionan las vibrisas contralaterales en la periferia. Se identificaron un
numero de 23 barriles que coinciden con el nimero total de macrovibrisas. Estas
regiones oscuras corresponden a la representacién somatosensorial de las vibrisas a
nivel cortical. Los barriles no presentaron tamaio y forma uniformes dentro del mapa:
los pertenecientes a las filas C-E presentaron un mayor tamafio que los de las filas A-B.
Ademas, los pertenecientes a columnas con mayor denominacidon (columnas 4-5)
también presentaron un tamano ligeramente menor. El mismo patron general de
tamarfios y formas no se presentd al azar sino que se repitié de forma similar en todos
los individuos. En algunos casos el mapa de barriles aparecié incompleto, con menor
cantidad de barriles que lo esperado, debido seguramente al aplanamiento
insuficiente del fragmento de corteza procesado o a la orientacién imperfecta del
plano de corte. En los casos en que se obtuvo menor cantidad de barriles, se utilizaron
cortes sucesivos, tomando la maxima representacién de los barriles para reconstruir el
mapa completo.
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Figura 6. Puesta a punto de la técnica histoquimica citocromo oxidasa. En la imagen (A) se observa un

corte coronal de cerebro de rata al que se le realizd la técnica histoquimica (barra escala = 500 um).
Puede observarse que el tejido presenta distintos grados de coloracién marrén, distribuidos de forma
heterogénea. Particularmente en la corteza somatosensorial se puede observar unas manchas mas
oscuras de aspecto columnar (barriles) (B; barra escala = 200 um). En un corte tangencial a la superficie
cortical (C; barra escala = 500 um), los barriles se disponen en un arreglo en filas y columnas similar a la
disposicién de las vibrisas en la periferia.

Procesamiento de imagenes (COX)

Las imagenes de los cortes tangenciales de corteza cerebral con la técnica histoquimica
para citocromo oxidasa, fueron procesadas con el software Imagel. En primer lugar, se
calibré y pasé a 8bit la imagen (Figura 7A) para luego delimitar el drea total del mapa
correspondiente a las macrovibrisas, de forma manual (Figura 7B), asi como el area de
cada uno de los barriles de interés (Figura 7C). Los barriles se seleccionaron como
regiones de interés (ROIs) y se nombraron segun su posicidon. Una vez determinadas las
ROls, se realizé la medicion del area ocupada por los barriles, area total del mapa y se
determiné la ubicacion del punto central de cada barril (centroide). Con las
coordenadas de los centroides definidas, se disefid y ejecutd un corto cédigo de
programacion que permitid trazar lineas que unian los centroides de los barriles
adyacentes que constituian filas o columnas, conformando una malla (Figura 7D). Una
vez establecida la malla se pudo medir las dreas seleccionadas, la longitud de las filas y
columnas, la longitud de los septos y la curvatura de las filas.
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Figura 7. Procesamiento de imagenes tangenciales de corteza cerebral, con la técnica histoquimica
para citocromo oxidasa. Las cortezas somatosensoriales de las ratas fueron cortadas tangencialmente a
la superficie cortical y procesadas con la técnica histoquimica para citocromo oxidasa. Se realizd un
procesamiento de imagenes con el software ImageJ para obtener y analizar datos morfométricos como
area total del mapa, area ocupada por barriles, drea ocupada por septos (regiones claras que separan
los barriles), distancia de separacion de barriles y curvatura de las filas. En (A) se muestra una imagen
representativa de la corteza somatosensorial primaria de un individuo control en 8bit. En (B), se delimitd
con una linea verde el area total del mapa de barriles de interés. En (C) se delimité las areas de los
barriles individuales con celeste y se colocd su nomenclatura correspondiente. En (D) se trazaron lineas
amarillas que unen los centroides de barriles adyacentes conformando el eje de las filas y columnas que
constituyen el mapa; de esta forma se pudo analizar el grado de curvatura comparando cuanto se
parecen a una recta las lineas trazadas. Con rojo se muestra la distancia que existe entre barriles
vecinos. (Barra escala = 500um).

Puesta a punto de la técnica inmunohistoquimica (Fos)

Con el objetivo de determinar el patrén de actividad neuronal en la corteza de barriles
de ratas expuestas a la prueba de ambiente enriquecido, se realizd la deteccidn de la
proteina Fos como se describe en la seccién Metodologia. Para ello se probaron varias
diluciones, obteniéndose que la que dio lugar a una mejor sefial/ruido se consiguio
utilizando las diluciones: anticuerpo primario 1:400 y anticuerpo secundario 1:500 con
un tiempo de revelado de 40 minutos. De esta forma se logrd con éxito poner a punto
la técnica para los tejidos cerebrales.
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La observacién topografica a 40 aumentos con el microscopio éptico de los preparados
histolégicos con la técnica inmunohistoquimica evidencié una coloracién amarillenta
palida bastante homogénea en todo el tejido. Sin embargo, fue posible distinguir
estructuras corticales como subcorticales (Figura 8A). Al observar con mayores
aumentos, se apreciaron depdsitos puntuales marréon oscuro dispersos tanto en cortes
coronales (Figura 8B) como en los cortes tangenciales (Figura 8C). La contratincién con
la técnica de Nissl para comprobar la localizacién de la proteina, permitié confirmar
que los puntos observados corresponden a una marcacion nuclear (Figura 8D).

Figura 8. Puesta a punto de la técnica inmunohistoquimica para la deteccion de la proteina Fos en
animales sometidos a una prueba de ambiente enriquecido. En la imagen (A) se observa un corte
coronal de cerebro de rata al que se le realizo la técnica inmunohistoquimica contra la proteina Fos. Los
animales recibieron un recorte agudo de todas las vibrisas, dejando intacta Unicamente la fila C, y luego
fueron expuestos a un ambiente nuevo y enriquecido (barra escala = 500um); en la imagen (B) se
observa un mayor aumento de la region sefialada en la imagen (A) donde se observa la distribucién de la
proteina Fos en la neocorteza cerebral como puntos marrones (barra escala = 100um); la imagen (C)
corresponde a un corte tangencial a la superficie cortical donde es posible apreciar la disposicion de la
proteina Fos en la fila C (barra escala = 100um); en (D) se observa un preparado de corteza cerebral
aplanado al que se le realizé la técnica inmunohistoquimica con una contratincion con Nissl, donde
puede evidenciarse que los puntos observados corresponden a una marcacidn nuclear, distinguiéndose
bien nucleo y citoplasma de la célula (punta de flecha; barra escala = 20um).
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Procesamiento de imagenes (c-Fos)

Con la finalidad de cuantificar el numero de nlcleos positivos para la
inmunohistoquimica contra c-Fos, se realizd un procesamiento de la imagen con el
Imagel, previo al conteo. Inicialmente se pasé la imagen a 8bit para luego realizar un
filtro pasabanda. A continuacidn, se auto-umbralizé la imagen (con el modo mdaxima
entropia) y se la hizo binaria. Luego, se tomd una ROl sobre el area de la fila C, con un
tamafio establecido para todos los individuos. Una vez realizado esto, se efectud un
conteo automatico de particulas, filtrando particulas menores a 100 pixeles y con una
redondés menor a 0,5.

Marcacion COX-Fos

Una vez puestas a punto tanto la técnica histoquimica como la técnica
inmunohistoquimica, se logré combinar ambas y asi se pudo visualizar el area de
barriles junto a la presencia de la proteina Fos (Figura 9). De esta forma, se puede
determinar con mayor precisién la activacidon de la proteina dentro de la regién de
interés y a su vez realizar las mediciones morfométricas en el mismo preparado.

2 4

Figura 9. Puesta a punto de la co-marcaciéon inmunohistoquimica contra Fos y la histoquimica para
citocromo oxidasa. En (A) se observa un corte coronal de la corteza somatosensorial primaria donde es
posible apreciar la actividad citocromo oxidasa junto con la marcacion de la proteina Fos (barra escala =
100 um); en (B) se muestra una ampliacién del recuadro de la imagen (A) centrada en la region de
interés (barra escala = 50 um).

Analisis de los cortes tangenciales de corteza cerebral: COX

El andlisis cualitativo de la representacién somatotdpica del mapa cortical de vibrisas,
evidencié cambios estructurales de la corteza de barriles en los animales tratados con
acido valproico (Figura 10). Estos cambios incluyeron: la fusién de barriles adyacentes,
una menor definicién de sus limites y una menor curvatura de sus filas (es decir, si se
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traza una linea que pase por el centro de cada barril que componen la fila, la linea

trazada se asemeja mas a una linea recta; Figura 10 B-D).

o8 . ¥ S % $ 2 s > 3 .
Figura 10. Alteraciones de la corteza somatosensorial de vibrisas de las ratas evidenciadas con la
técnica histoquimica para citocromo oxidasa. En (A), se muestra un corte tangencial a la superficie de la
corteza somatosensorial de un animal control. En (B), (C) y (D) se muestran cortes de animales tratados
prenatalmente con acido valproico. En los animales tratados se observan alteraciones del patrén normal
de representacién de vibrisas en la corteza: el mapa parece estar mas compactado, los barriles aparecen
menos definidos, las filas aparentan tener menor curvatura y existe fusion de barriles vecinos (punta de
flecha; barra escala = 500 um).

Con el fin de evaluar las alteraciones observadas en las cortezas somatosensoriales, se
procedid a realizar el andlisis cuantitativo de las mismas a partir de la informacién
obtenida del procesamiento de las imagenes (Figura 11A). En primer lugar, se analizé si
existian diferencias en el drea total del mapa (regién correspondiente a los barriles y
los septos que los rodean) entre ambos grupos experimentales, obteniéndose una
reduccion significativa de aproximadamente 21,4% del area del grupo tratado
comparado con el grupo control (Control: 3,989 + 0,104 mm?, n=5 ; VPA: 3,136 + 0,108
mm?, n=5; Figura 11B). Considerando que no se encontraron diferencias entre los
pesos corporales y cerebrales de ambos grupos, se evalud si la disminucién del area
total conlleva a una reduccién del area de representacion de las vibrisas. En efecto, el
area ocupada por el total de barriles disminuyé de forma significativa en los animales
tratados, con respecto al grupo control (Control: 2,538 + 0,089 mm?, n=12; VPA: 2,148
+ 0,093 mm? n=15; p=0,0034) (Figura 11C). Contemplando estos resultados, se
examind qué porcentaje del area total del mapa estaba ocupado por barriles. No se
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advirtieron diferencias significativas entre los grupos, observandose que los barriles
ocuparon aproximadamente el 60% del area total del mapa (Control: 59,98 + 1,62 %,
n=5; VPA: 59,92 + 1,48 %, n=5 ; Figura 11D). Por ultimo, la curvatura de las filas E fue
analizada ya que desde el punto de vista cualitativo, parecian menos curvas. El andlisis

mostré que las filas E de los animales tratados con &acido valproico se tornaron

significativamente menos curvas, comparado a los animales control (Control: 1.028 +
0.003, n=7; VPA: 1.011 £ 0.003 n=6; p=0,0033; Figura 11E).

B . * %k %k &E‘ . * %

? 5x10° — E 3x106+

2 4x1064 L 3 — ‘
3 t .

s S

|

= )

S 2x106- o

2 T 1%106-

= 1x10°+ s

[ (3]

- o

< 0 T P 0 '

CONT VPA < CONT VPA
D ns % %k

. 807 ] 1.04- '
2% :

T8 604 - 5 4 0

= + 1.03

ET 5

33 s

=5 407 © 1.02-

'6 Q. e}

- (@ [

§% 2 2 1.01-
L 3 =

o 0 T
CONT VPA 1.00

T
CONT VPA

22



Figura 11. Comparaciones morfométricas de las cortezas somatosensoriales primarias con la técnica
histoquimica para citocromo oxidasa. En (A) se presentan cortes tangenciales a la superficie cortical de
la corteza somatosensorial primaria de individuos control (izquierda) y tratados con VPA (derecha), que
fueron procesados con el software ImageJ para obtener datos cuantificables (barra escala = 500um). En
(B) se presentan las comparaciones de las areas totales del mapa, incluyendo barriles y regiones claras
entre barriles (septos) en ambos grupos experimentales (controles, columnas vacias; tratados con VPA,
columnas llenas). En (C) se presentan las comparaciones de la sumatoria de las dreas ocupadas por
barriles. En (D) se muestran las comparaciones del porcentaje de area total ocupada por barriles. En (E)
se muestran las comparaciones del indice de curvatura de las filas E para ambos grupos experimentales.
Un indice = 1 corresponde a una linea recta. Los resultados se expresan como medias + SD Test de t
Student; (**) P<0.01; (***) P<0.001); ns = no significativo

Analisis de los cortes tangenciales de corteza cerebral: Fos

Una vez puesta a punto la técnica, se analizaron los cortes tangenciales del mapa de
barriles de los individuos que sufrieron un recorte agudo de sus macrovibrisas (con
excepcion de la fila C) y luego realizaron la prueba de ambiente enriquecido. Se pudo
observar que el marcador de actividad neuronal Fos estaba presente en los cortes de
todos los individuos expuestos al nuevo ambiente como también en aquellos que no
cambiaron de ambiente. Esta marcacidon no ocurrié de manera homogénea en el mapa
sino que la regién central correspondiente a la fila C de barriles (cuyas vibrisas
quedaron intactas), demostré mayor densidad de nucleos Fos positivos,
independientemente del grupo experimental (Figura 12).

Por otra parte, el analisis de la expresion de c-Fos mostré que los animales que fueron
sometidos a un nuevo ambiente con un entorno enriquecido tuvieron una tendencia
hacia una mayor expresion de la proteina, evidenciada por un aumento en el nimero
de nucleos Fos positivos. Esto se hizo mas evidente en los individuos pertenecientes al

grupo control, no siendo tan claro para los individuos tratados (Control Normal: 935 +
188, n=2; VPA Normal: 883 + 127, n=4; Control Enriquecido: 1149 + 172, n=4; VPA
Enriquecido: 987 * 6, n=2; Figura 12). Estos resultados deben ser confirmados
aumentando el numero de animales.
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Figura 12. Inmunohistoquimica contra Fos en la corteza somatosensorial primaria, luego de la
exploracion en un ambiente enriquecido. Se realizo el recorte agudo de todas las macrovibrisas con
excepcion de la fila C y se sometié un grupo de individuos de cada condicion experimental (CONT:
control, columnas vacias; o VPA: tratado con 4cido valproico, columnas llenas) a un nuevo ambiente
enriquecido (ENRQ) mientras que otro grupo permanecio en su mismo ambiente sin cambios (NORM). A
la izquierda, se muestran imagenes de cortes tangenciales a la superficie cortical de un individuo por
cada condicién experimental (barra escala = 100um). A la derecha, se contabilizé el nimero de células
con nucleos positivos para Fos. Los resultados se expresan como medias + SEM (la barra de error de la
columna correspondiente a VPA en ambiente enriquecido no se aprecia debido a la poca variacion de los
datos).
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DISCUSION

El sistema somatosensorial de vibrisas es un sistema con una estructura modular y un
ordenamiento somatotdpico robusto. Es asi que se presenta como un sistema modelo
para el estudio de los factores tanto genéticos como ambientales que subyacen a la
organizacién y establecimiento de los mapas somatotdpicos [20][21][22]. En este
sentido, se planted el objetivo de estudiar la existencia de posibles alteraciones en la
organizacion cortical del sistema de vibrisas de la rata tras el tratamiento prenatal con
un factor ambiental como el cido valproico. Para llevar a cabo el analisis del sistema
en la corteza somatosensorial primaria, se realiz6 de forma exitosa la puesta a punto
de una bateria de protocolos y procedimientos que permitieron analizar la
organizacién estructural y funcional de la corteza de barriles.

PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS

Existen distintos métodos que permiten la deteccidn de la citocromo oxidasa en las
neuronas como la espectroscopia, los ensayos bioquimicos, la inmunohistoquimica y la
histoquimica. La histoquimica en particular fue introducida por un grupo de
investigadores para determinar la ubicacién de la citocromo oxidasa en muestras de
corazén, higado y rifidn [55]. Posteriormente, se modificod la técnica para estudiar la
localizacion de la misma enzima en el tejido nervioso [56]. Esta técnica proporciona
una localizacién precisa del producto de reaccién a nivel tisular y de su grado de
actividad relativa [48][57]. Ademas, cuenta con la ventaja de proporcionar un mapeo
general de las diferencias metabdlicas dentro de una region del tejido [58][59]. Con el
fin de evidenciar la corteza de barriles, se realizé la técnica histoquimica para detectar
la actividad citocromo oxidasa. Con el protocolo utilizado se logré determinar el
tiempo o6ptimo de reaccidon para obtener una definicidon clara de las regiones de
interés. Tiempos mayores dieron lugar a imagenes con mucho ruido de fondo, con la
consiguiente pérdida de contraste. De esta manera, se logrd poner a punto la técnica
histoquimica permitiendo evidenciar la representacidn somatosensorial del sistema de
vibrisas. La técnica permitid observar el caracteristico patrén de manchas oscuras
dispuestas en forma de malla, en cortes tangenciales a la superficie cortical [18][19].

Por otra parte, para estudiar la presencia del marcador de actividad neuronal Fos, se
realizdé la inmunohistoquimica de esta proteina luego de someter al animal a un
ambiente nuevo y enriquecido. Como se expuso antes, los mecanorreceptores
periféricos que inervan las vibrisas forman un mapa preciso en la corteza de barriles
[60], permitiendo estudiar la relacién anatémica y funcional de los efectos producidos
por la estimulacidon sensorial. La llegada de estimulos adecuados puede inducir la
expresion de genes inmediatos tempranos con una corta latencia [61]. Cuando se
produce activacién neuronal, la concentracion intracelular del i6n calcio aumenta
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como consecuencia del influjo del mismo. Este aumento de la concentracién de calcio
intracelular puede activar distintas quinasas, entre ellas, la MAPK que media la
expresion de la proteina Fos. Comparada a otras quinasas, la MAPK requiere una
fuerte estimulacidon externa y un mayor aumento de calcio. Por lo tanto, es poco
probable que estimulos externos débiles resulten en la expresién de la proteina Fos
[51]. A diferencia de otros mecanismos de estimulacion de las vibrisas donde se
utilizan agentes farmacoldgicos, estimulacién directa del animal anestesiado, o
mediante la estimulacion de animales despiertos con metales pegados sobre las
vibrisas y sometidos a un campo magnético [50], aqui se evaluaron los patrones de
actividad cortical inducidos por el comportamiento exploratorio. Como es propuesto
por otros autores [50], este mecanismo de estimulacidn cuenta con la ventaja de
evaluar al animal en condiciones fisioldgicas sin someterlo al estrés de la manipulacion,
o al uso de anestésicos que pudiesen influir en el patrén de activacién cortical de Fos.
Por su parte, la inmunohistoquimica proporcioné una buena representacion espacial
de la proteina, permitiendo analizar su distribucién en el mapa de barriles. Preservar
Unicamente una fila de vibrisas de cada lado del hocico permitié delimitar y analizar
mejor el area de activacién, que parece restringirse al area correspondiente a la fila C,
en ambos grupos experimentales (ya sea en un ambiente normal o enriquecido). Esto
sugiere que no existiria pérdida evidente de integridad en las vias. Sin embargo, la
utilizacién de esta técnica presenta la desventaja de no tener un marco de referencia
claro en el mapa de barriles, siendo necesaria una doble marcacién para delimitar el
mapa. Asimismo, se logré poner a punto la técnica y pudo ser utilizada en el
procesamiento de muestras de cerebro de animales expuestos a una prueba de
ambiente enriquecido.

Finalmente, se combinaron las técnicas histoquimica e inmunohistoquimica con el
objetivo de analizar la actividad de la enzima citocromo oxidasa y la presencia de la
proteina FOS en las mismas rodajas de tejido. Al combinar ambas es posible delimitar
el mapa de barriles y determinar la localizacién precisa (sobre el area de barriles o
septos) de la proteina FOS en la misma imagen. De esta forma, se logré poner a punto
la técnica para analizar las cortezas somatosensoriales en futuros experimentos y
poder asi realizar un analisis mas riguroso del mapa de barriles. Este ultimo protocolo
se puso a punto luego de haber procesado la primera serie de animales
exclusivamente con la técnica inmunohistoquimica.

El andlisis de la corteza de barriles requiere de herramientas informaticas que
permitan el procesamiento de un elevado nimero de imagenes de forma rapida,
estandarizada y objetiva, evitando posibles sesgos por parte del investigador. En este
sentido, nos propusimos desarrollar una herramienta informatica que permita la
segmentacion y cuantificacion de esta corteza para realizar un analisis semi-
automatico de las muestras. Sin embargo, no fue posible adaptar las funciones de la
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herramienta a las caracteristicas y requerimientos especificos de cada imagen. Por esta
razén, se disefid un protocolo manual para el procesamiento del mapa de barriles de
dos grupos experimentales, que permitieron extraer los pardmetros morfométricos de
interés. Por otra parte, también se logrd establecer un protocolo para el conteo de
nucleos Fos positivos que se utilizd para evaluar ambos grupos experimentales.

TRATAMIENTO CON ACIDO VALPROICO

Una de las principales comorbilidades asociadas a los TEA en humanos son las
deficiencias sensoriales [62][63][64], siendo las alteraciones a la respuesta a un
estimulo inocuo una de las caracteristicas comunmente identificadas en los pacientes
[25]. Las disfunciones sensoriales logran ser reproducidas en animales de
experimentacion tras el tratamiento prenatal con VPA, presentando alteraciones de
comportamiento similares a las encontradas en humanos [44][45].

En este trabajo se utilizé el sistema de vibrisas como modelo para el estudio de las
alteraciones del sistema somatosensorial producidas por el tratamiento prenatal con
VPA. Se analizaron los cambios estructurales de la corteza de barriles y de la activacién
producida por la estimulaciéon tactil de las vibrisas durante la exploracién espontanea
del ambiente.

La exposicidn intrauterina aguda al VPA durante el periodo de cierre del tubo neural,
produjo alteraciones en el desarrollo de la progenie. Macroscdpicamente se destaca la
alteracion de la morfologia normal de las colas, similar a lo observado por otros
investigadores [46], que resulta Util como reportero de la efectividad del tratamiento
farmacoldgico. Por otra parte, los pesos corporales y cerebrales de los individuos no
difirieron significativamente, contrastando a lo obtenido por otros autores [44][46].
Este resultado presumiblemente se deba a una diferencia en las dosis utilizadas
(500mg/mL en lugar de 600mg/mL). A diferencia de lo reportado en otro estudio [45],
nuestros ensayos preliminares con una dosis de 600mg/mL provocaron mayor
letalidad en las madres y un nimero muy reducido de descendencia que hacian que
proseguir con los experimentos fuese inviable. De todos modos, ambas dosis
mencionadas son aproximadamente diez veces mas altas que las que se usaban en un
principio en la clinica [45].

Al analizar la corteza somatosensorial, se observaron alteraciones de la estructura
normal del mapa de barriles en la corteza somatosensorial primaria de los individuos
expuestos. El analisis de diferentes parametros morfométricos mostré una disminucién
significativa del area total del mapa, acompafiada por una disminucién relativa del
area ocupada por los barriles. Estos resultados son similares a los reportados por otros
autores [32], que estudiando un modelo genético de TEA en ratones KO-Mecp2
constataron una disminucién del drea ocupada por barriles. Utilizando este mismo
modelo, en otro estudio [65], se demostrd una disminucién de las terminales de los
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axones talamocorticales sobre la capa IV en la corteza somatosensorial primaria, un
menor tamafo de las células estrelladas de la misma capa, una reducciéon de la
longitud dendritica, asi como una menor densidad de las espinas dendriticas de estas
células.

Por lo tanto, en este trabajo se reporta por primera vez alteraciones de la estructura
de la corteza de barriles en un modelo de VPA.

Teniendo en cuenta la existencia de alteraciones en la estructura normal del mapa de
barriles, se estudid si las mismas podrian implicar una alteracién funcional del mapa.
Para ello, se realizd el estudio de la expresidon de c-Fos, factor de transcripcién
ampliamente utilizado para mapear la actividad funcional del cerebro [50]. En este
trabajo, se realizé una prueba basada en el comportamiento de exploracién natural de
las ratas en combinacién con un nuevo ambiente con un entorno enriquecido. Otros
autores [50][66], observaron que la exposicion de los animales a un nuevo ambiente,
con un entorno enriquecido, resulta en un incremento de la expresion del factor de
transcripcién c-Fos. Este incremento se evidencié principalmente en la capa IV de la
corteza somatosensorial primaria (sitio en que las neuronas de la capa IV reciben las
principales entradas de informacion desde el tdlamo), seguido por las capas II/1ll (sitio
al que proyectan en gran medida las neuronas de la capa IV) [17]. En sintonia con estos
trabajos, los resultados aqui reportados también muestran una tendencia hacia un
incremento en la expresion de c-Fos. Esto no fue tan claro para los animales
pertenecientes al grupo tratado, mostrando una tendencia hacia la disminucién en la
cantidad de expresién de c-Fos. A pesar de que es necesario aumentar el niumero de
individuos para poder inferir conclusiones, las tendencias observadas coinciden con
una menor activacion de los barriles evidenciada por otros autores mediante colorante
sensible al voltaje luego de la estimulacién de un barril en el modelo de Mecp2 [65].
Cabe destacar, que en este modelo genético, se estudia la funcionalidad en la corteza
sobre un animal anestesiado. Esto cuenta con excelentes ventajas dado que se pueden
establecer distintos parametros de estimulacion como amplitud, frecuencia, y
orientacién de la deflexién de la vibrisa. Sin embargo, el proceso de whisking es un
proceso activo, donde el animal realiza un movimiento de barrido con sus vibrisas de
adelante hacia atrds, para localizar y palpar objetos, pudiendo acompafiarlos por
movimientos con su cabeza [67]. Es asi que el whisking no se veria reflejado mediante
la estimulacion pasiva del animal anestesiado. Si bien la inmunohistoquimica para c-
Fos presenta ciertas limitantes [68], cuenta con la posibilidad de explorar la actividad
del animal en libre movimiento y comparar distintas situaciones experimentales. Por
otra parte, al ser la exploracién tactil un sistema que integra salidas motoras con las
entradas sensoriales y dado que existen reportes que indican la existencia de
dificultades en la coordinacion motora en humanos con TEA [69], queda por investigar
si existen alteraciones motoras en los individuos tratados con VPA.
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La mayoria de los estudios acerca de los TEA han puesto principal atencién en explorar
los circuitos corticales que subyacen a la percepcién tactil aberrante [32][45][65][70].
Sin embargo, en los ultimos afos ha cobrado mayor relevancia el potencial del sistema
nervioso periférico en contribuir a entender las deficiencias sensoriales en estos
trastornos [30][31]. Un grupo de investigadores [30][31], demostrd que la delecidn de
Mecp2, Gabrb3 o Shank3 (genes asociados al autismo) en las neuronas
somatosensoriales periféricas resultaron en sensibilidad y discriminacion tactiles
aberrantes. La disfuncion de las neuronas somatosensoriales primarias fue una
caracteristica compartida entre estos modelos, a pesar de presentar mecanismos
fisiopatoldgicos distintos. En este sentido, seria interesante explorar el sistema
nervioso periférico en el modelo de VPA.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se pusieron a punto tres técnicas para el estudio del sistema de
vibrisas de las ratas: histoquimica para citocromo oxidasa, inmunohistoquimica para c-
Fos y la combinacion de ambas para obtener un doble marcado. Estas técnicas
permitieron el estudio de la corteza de barriles de animales prenatalmente expuestos
a acido valproico.

Se reportd por primera vez una disminucidon en el drea de representacion de las
vibrisas en la corteza somatosensorial primaria en un modelo ambiental de VPA.
Asimismo, se evidencid una tendencia hacia una menor actividad funcional del sistema
con respecto al grupo control, mediante la expresidn de c-Fos en animales explorando
un ambiente nuevo y enriquecido. Estos resultados deben ser confirmados
aumentando el numero de animales.

Como perspectivas a este trabajo se implementara en futuros procesamientos el doble
marcado COX-Fos ajustando las ROIs a las filas en estudio, ya que como se mostré
antes, los animales VPA tuvieron una reduccién en el area del mapa. De esta forma se
podria lograr un recuento mads preciso del nimero de nucleos Fos positivos, con la
referencia del mapa brindada por la COX en la capa IV. Asimismo se incrementara la
cantidad de individuos para realizar la estadistica de los datos inmunohistoquimicos.

Por otra parte, con el fin de evaluar posibles deficiencias en la discriminacién de
texturas, se estan poniendo a punto pruebas de reconocimiento de objetos novedosos
que difieran tan sdélo en textura (por ejemplo, utilizando cubos de igual tamafio, uno
liso y otro rugoso), y compararlos con el reconocimiento de objetos novedosos que
difieran en color y forma, similar a lo evaluado por otros autores [30][31]. De esta
forma, se podra determinar si el animal presenta deficiencias en la discriminacién tactil
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o si se debe a una falta de comportamiento de busqueda de nuevos objetos. Ademas,
estd previsto analizar el tiempo de exploracién de los objetos para identificar posibles
aversiones a los mismos. Queda por explorar también el comportamiento de whisking,
que podria evaluarse mediante la obtencidén de imagenes a alta velocidad en una tarea
de discriminacién de texturas.

Por ultimo, seria interesante analizar distintos niveles de la via somatosensorial,
particularmente el primer nivel de la via, considerando que en los modelos genéticos
de TEA se presentan disfunciones a nivel periférico.

Este trabajo fue realizado gracias a la financiacion de la Universidad de la Republica y
el grupo interdisciplinario IMAGINA (Espacio Interdisciplinario).
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