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RESUMEN  

 

El desarrollo y maduración del sistema nervioso durante la gestación y el período 

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 patologías psiquiátricas. Los trastornos del espectro 

autista (TEA) constituyen un conjunto heterogéneo de patologías del neurodesarrollo 

que se caracteriza por el deterioro de las interacciones sociales recíprocas, dificultades 

en la comunicación 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 ácido valproico (VPA) es un modelo ambiental de TEA que 

presenta un fuerte correlato con la clínica, 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 ácido valproico en la organización cortical del sistema 

somatosensorial de vibrisas de la rata. En primer lugar, se pusieron a punto tres 

técnicas (histoquímica para citocromo oxidasa, inmunohistoquímica para Fos y la 

combinación 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 representación cortical de las vibrisas 

(corteza de barriles), entre las que se destaca una disminución en el tamaño del mapa, 

sin afectar los pesos corporales ni cerebrales. Asimismo, se observó que los animales 

tratados mostraron una tendencia hacia una menor actividad funcional del sistema 

evidenciada mediante la expresión 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 número de individuos y si estas alteraciones se 

correlacionan con una disminución en la capacidad de discriminación táctil. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Desarrollo del sistema nervioso 

El establecimiento de los patrones generales de organización del sistema nervioso 

ocurre en etapas tempranas del desarrollo mediante mecanismos dependientes de la 

información genética [1][2], señales de interacción célula-célula y de la célula con la 

matriz extracelular [3], en un proceso previo a la formación de sinapsis e 

independiente de la actividad neuronal. Una vez establecidos los patrones generales 

de organización, 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 adaptación estructural y 

funcional de los circuitos a las características del medio [6]. Estas ventanas temporales 

en las que la configuración de los circuitos neurales es altamente dependiente de la 

experiencia se conocen como períodos críticos del desarrollo [7].  

Asimismo, los eventos ocurridos durante la gestación y las primeras etapas de la vida 

posnatal son capaces de modificar la trayectoria del desarrollo y maduración del 

sistema nervioso, modulando las capacidades sensoriales, motoras, cognitivas y 

sociales de los individuos, e incidiendo en la probabilidad de desarrollar patologías 

psiquiátricas 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]. 

Además, estas alteraciones se han visto asociadas con déficits en la comunicación, las 

habilidades motoras y las interacciones sociales [11][12].  

 

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

somatosensorial 

La somatosensación mediada por las vibrisas es un sistema formado por un grupo de 

pelos que se ubican alrededor del hocico (vibrisas o whiskers) y que actúan como 

receptores táctiles que permiten la exploración activa del ambiente [13][14]. Se 

considera que ha evolucionado a partir de un sistema más rudimentario presente en 

un ancestro común a marsupiales y placentados como una ventaja adaptativa en 

especies de hábitos nocturnos [13][15]. El movimiento activo de las vibrisas (también 

llamado whisking) permite a los individuos realizar una variedad de funciones 

comportamentales como la exploración de nuevos ambientes, el reconocimiento de 

objetos, la navegación espacial y la interacción social [15][16]. 
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En las ratas, las vibrisas adoptan una disposición en cuadrícula a cada lado del hocico. 

Allí se pueden distinguir unas vibrisas cortas, delgadas, más cercanas a la nariz, 

denominadas microvibrisas y otras vibrisas más largas, rígidas, caudales a las 

anteriores, conocidas como macrovibrisas. Estas últimas, forman una malla de cinco 

filas y entre cuatro y siete columnas [17]. Los folículos pilosos de estas vibrisas están 

inervados por axones distales de neuronas pseudounipolares del ganglio trigémino, 

mientras que los axones proximales proyectan hacia núcleos del complejo trigeminal 

del tronco encefálico ipsilateral (Figura 1A y B). En este complejo, las neuronas que 

reciben información 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 organización somatotópica que se 

corresponde con la distribución de las vibrisas en el hocico ipsilateral. A su vez, las 

neuronas de los barriletes envían proyecciones que decusan y proyectan sobre el 

núcleo ventro-posterior medial (VPM) del tálamo contralateral, formando otras 

agregaciones somatotópicas denominadas barriloides (barriloids) (Figura 1D). En 

último lugar, las aferencias de las neuronas talámicas de los barriloides forman 

agregados cilíndricos denominados barriles (barrels) en la capa IV de la corteza 

somatosensorial primaria, estableciendo conexiones en una relación 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 clásica de 

demostrar este mapa es mediante el uso de la técnica histoquímica para citocromo 

oxidasa [18][19]. 

 



5 

Figura 1. Esquema de la vía sensorial del sistema de vibrisas de la rata. La vía del sistema de vibrisas 

comienza en los folículos pilosos de las vibrisas localizadas a cada lado del hocico del animal (A). Los 

folículos pilosos están 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 encefálico ipsilateral formando agregados discretos organizados 

somatotópicamente denominados barriletes, que corresponden al área de representación de cada 

vibrisa (C). Las neuronas de los barriletes proyectan y decusan hacia el núcleo ventro-posterior medial 

(VPM) del tálamo contralateral, formando otra serie de agregaciones somatotópicas denominadas 

barriloides (D). Finalmente, las neuronas del tálamo proyectan hacia la corteza somatosensorial primaria 

formando agregados cilíndricos discretos denominados barriles, dispuestos en filas (A-E) y columnas (1-

5) (E). En (F) se muestra el esquema general de la vía. 

 

Las características 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 representación neural de 

cada vibrisa puede analizarse estructural y funcionalmente a lo largo de toda la vía y 

con relativa facilidad. Además, es un sistema de fácil acceso que permite realizar 

manipulaciones experimentales tanto a nivel central como periférico. Es así que el 

sistema de whiskers resulta un excelente modelo biológico para estudiar el papel de 

los factores genéticos y ambientales involucrados en los procesos de organización 

estructural y funcional de los circuitos neurales locales y de los mecanismos que 

subyacen a la formación de mapas somatotópicos, así como de los procesos de 

neuroplasticidad que operan durante el período posnatal temprano [20][21][22]. 

 

Trastornos del neurodesarrollo 

Se han identificado múltiples factores genéticos y ambientales que pueden 

predisponer a desarrollar desórdenes del sistema nervioso. Es posible que las 

alteraciones del desarrollo no se deban únicamente a la presencia de uno u otro de 

estos factores sino a una combinación de los mismos. Un ejemplo de esto lo 

encontramos en los trastornos del espectro autista (TEA), que constituyen un conjunto 

heterogéneo de patologías cuya condición se establece tempranamente en el 

desarrollo del sistema nervioso y continúa durante toda la vida del individuo [23]. Este 

tipo de trastornos se caracteriza por alteraciones en la comunicación e interacción 

social, comportamientos repetitivos robustos e intereses restringidos y deficiencias 

sensoriales como la respuesta anormal a estímulos inocuos [24][25]. Con respecto a su 

etiología, se han descrito diferentes factores genéticos capaces de explicar la 

predisposición 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 Fmr1. A partir de estos modelos, se han podido estudiar 



6 

más en profundidad las vías bioquímicas subyacentes y las bases celulares asociadas a 

los mismos [28]. Particularmente, en el sistema somatosensorial, se evidenció que 

estos modelos presentan hipersensibilidad a estímulos táctiles ligeros, discriminación y 

defensividad táctil alteradas, así como la disfunción 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 más de 1-

2.5% de los casos registrados. Es por este motivo que la asociación con factores 

ambientales ha cobrado relevancia durante los últimos años, identificándose distintos 

factores pre y posnatales relacionados con el aumento de la probabilidad a desarrollar 

trastornos del espectro autista [33][34][35]. 

El ácido valproico (VPA, por sus siglas en inglés) es un factor ambiental que altera las 

trayectorias del neurodesarrollo, con un fuerte correlato clínico 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 exposición prenatal aumenta el riesgo de desarrollar alteraciones 

anatómicas [38][39], déficits atencional, hiperactividad, deficiencias en la 

comunicación y sociabilidad [40][41], así como hiperexcitabilidad [42]. En roedores se 

ha determinado que la exposición temprana de los embriones a VPA, próxima al 

período en que el tubo neural se cierra, induce anormalidades anatómicas 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 así como déficits 

sensoriales como la hipersensibilidad a estímulos inocuos [44][45].  

Dado que la información disponible sobre las alteraciones del sistema somatosensorial 

está restringida sobre todo a modelos genéticos de TEA, resulta interesante analizar el 

efecto de los factores ambientales, y del ácido valproico en particular, sobre el 

desarrollo de dicho sistema en la rata. 

 

HIPÓTESIS 
 

El tratamiento prenatal con ácido valproico produce alteraciones estructurales y 

funcionales en el sistema somatosensorial de vibrisas de la rata, similares a las 

observadas en modelos genéticos de trastornos del espectro autista. 
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OBJETIVOS  

 

Objetivo general 
 

Determinar el efecto del tratamiento prenatal con ácido valproico en la organización 

anatomo-funcional de la corteza somatosensorial de vibrisas de la rata. 

 

Objetivos específicos 
 
1. Poner a punto la técnica histoquímica para la detección de la enzima citocromo 

oxidasa en la corteza de barriles. 

2. Poner a punto la técnica inmunohistoquímica para la detección de la proteína Fos, 

como marcador de actividad neuronal. 

3. Diseñar un protocolo estandarizado de procesamiento de imágenes para la 

obtención de parámetros morfométricos de la corteza de barriles obtenidos con la 

técnica histoquímica. 

4. Comparar la organización estructural de la corteza de barriles entre dos grupos 

experimentales (control salino y tratamiento con ácido 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 ácido 

valproico), luego de una prueba de exploración activa en un ambiente nuevo y 

enriquecido. 
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METODOLOGÍA Y DISEÑO EXPERIMENTAL 
 

Animales 

 

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) macho de la cepa Wistar, dado que este 

trastorno es diagnosticado cuatro veces más en hombres que en mujeres [25]. Los 

animales fueron mantenidos en condiciones estándar 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 Experimentación Animal de Facultad de Ciencias de la 

Universidad de la República. Los protocolos experimentales fueron evaluados y 

aprobados en la Comisión de Ética en el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de 

Ciencias (Exp. 240011-000425-20).  

 

Tratamiento y grupos experimentales 

Para la obtención de los animales experimentales, se realizaron cruzamientos de 

hembras receptivas (proestro tardío) con machos sexualmente activos, registrando la 

fecha de los mismos como día de gestación 0. Se crearon dos grupos experimentales, 

divididos en controles y tratados. En el grupo tratado se administró a ratas gestantes 

una única dosis intraperitoneal de VPA (500 mg/Kg) disuelto en solución salina (NaCl 

0,9%) en el día 12,5 de gestación [45]; mientras en el grupo control, se administró a 

ratas gestantes el mismo volumen de solución salina mediante una única inyección 

intraperitoneal, el mismo día de gestación (Figura 2). Las hembras gestantes fueron 

alojadas en cajas de a cuatro, divididas de acuerdo al tratamiento recibido, y en el día 

19 de gestación se realojaron en cajas individuales. El día del parto se contabilizó como 

día 0 postnatal. Una vez nacidas las crías, se unificaron las camadas obtenidas en un 

número de 4 hembras y 4 machos por camada. En el día 21 posnatal se separaron las 

crías de las madres. Una cohorte se dejó crecer hasta el rango de días postnatal 45-55 

(P45-P55) y fue utilizada para determinar la actividad citocromo oxidasa y otra cohorte 

hasta el rango de día posnatal 54-74 (P54-P74) utilizadas para la inmunohistoquímica 

contra Fos.  
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Figura 2. Esquema del tratamiento farmacológico. El día del cruzamiento se registró como día 

gestacional 0. En el día 12,5 gestacional se conformaron los grupos experimentales divididos en tratados 

y controles, mediante una única inyección intraperitoneal con ácido valproico (VPA, 500 mg/Kg) disuelta 

en solución salina o el mismo volumen solución salina (NaCl 0,9%). El día del parto se contabilizó como 

día postnatal 0. El día postnatal 21 se separaron las madres de las crías y se las dejó crecer hasta el día 

de la perfusión. 

 

Registro de peso y valoración de alteraciones macroscópicas 

Se contabilizó el número de macrovibrisas del hocico de los roedores y se valoró la 

existencia de alteraciones en la anatomía de la cola. También se registraron los pesos 

corporales y cerebrales, dado que en estudios previos se observó una disminución de 

los pesos así como la aparición de defectos en la anatomía de las colas de los 

individuos expuestos prenatalmente a VPA [44][46], utilizándolo como un reportero de 

la efectividad del tratamiento. 

 

Colecta y procesamiento de encéfalos 

Para obtener los encéfalos, los animales se anestesiaron con tiopental sódico (80 

mg/Kg) por vía intraperitoneal. Luego de anestesiados, se perfundieron de forma 

transcardíaca con solución de buffer fosfato heparinizada (5 minutos), seguida de 

solución de paraformaldehído al 4% (1mL/g). A continuación, 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 glándula 
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pineal (Figura 3A). Las piezas de cerebro obtenidas fueron postfijadas durante tres 

horas y conservadas en buffer fosfato a 4ºC hasta el momento del corte. Por otro lado, 

los cerebros utilizados para cortes tangenciales tuvieron una disección más minuciosa. 

Inmediatamente después de disecado el encéfalo, se procedió 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 obtención de los cortes 

frontales (Figura 3B). Luego, se separaron los hemisferios cerebrales mediante un 

corte sagital, para posteriormente diseccionar minuciosamente las regiones corticales 

del órgano mediante la ayuda de un bisturí. Una vez obtenida la corteza, la misma se 

postfijó bajo un vidrio durante tres horas para permitir su aplanado y mejorar así la 

visualización del mapa de la corteza de barriles. Tras la postfiajción se incubaron las 

cortezas en buffer fosfato a 4°C hasta el momento del corte. Los cortes se realizaron a 

40 micrómetros de espesor, de forma coronal o tangencial a la superficie cortical 

utilizando un vibrátomo Leica VT1000S, en una cuba con buffer fosfato. 

 

 

Figura 3. Esquema de la disección del cerebro para la obtención de cortes. Luego de la perfusión 

intracardiaca del animal se procedió a la disección de los cerebros. Para la obtención de cortes coronales 

se realizaron dos cortes con cuchilla transversales al órgano (A): uno anterior al septum triangular (I) y el 

segundo inmediatamente anterior a la glándula pineal (II). A continuación, la pieza de cerebro se postfijó 

durante 3 horas en paraformaldehído (PFA) 4% y luego se incubó en buffer fosfato (PB) hasta el 

momento del corte en vibrátomo. Para la obtención de los cortes tangenciales, se realizaron dos cortes 

transversales al órgano igual que para los cortes coronales (B: I y II) más un tercer corte sagital al órgano 

(III). Con un bisturí se disecó minuciosamente la corteza para luego postfijarla aplanada bajo un vidrio en 

PFA 4%. Luego se incubó la corteza aplanada en PB hasta el momento del corte en vibrátomo. 

 

Histoquímica para citocromo oxidasa.  

Las neuronas dependen principalmente del metabolismo oxidativo como fuente de 

energía, consumiendo el cerebro aproximadamente el 20% del oxígeno total [47]. 

Dada la importancia del ATP como moneda energética celular, se espera que un 

incremento en la actividad neuronal promueva una mayor respiración celular dada la 
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correlación entre la actividad oxidativa mitocondrial y el estado funcional de las 

neuronas [48].  

En el presente trabajo, se determinó la actividad de la citocromo oxidasa mitocondrial 

(enzima terminal que compone la cadena de transporte de electrones), con una 

modificación de protocolos descritos previamente [48]. Se realizó una incubación 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 reacción se dejó transcurrir hasta 5 horas 30 

minutos, evaluando los tejidos a distintos tiempos bajo lupa binocular. La reacción se 

detuvo mediante lavados con buffer fosfato y los cortes se montaron en portaobjetos 

gelatinizados. A continuación, se deshidrataron con alcoholes de concentración 

creciente, xilol, y finalmente se montaron utilizando bálsamo sintético. 

 

Inmunohistoquímica para c-Fos. 

La expresión de c-Fos se evaluó con modificaciones del protocolo descrito por otros 

autores [49]: las secciones de corteza se lavaron tres veces en PBS (pH 7.4), se incubó 

por 20 minutos en 45% etanol + 0,3% H2O2 en agua bidestilada, se lavó tres veces en 

PBS-Tritón X-100 al 0,5%, seguida por un bloqueo de sitios inespecíficos por 1 hora en 

PBS-Tritón 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 Tritón X-

100 al 0,5% + BSA 3%. Luego las secciones fueron lavadas tres veces en PBS con Tritón 

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 Tritón X-100 al 0,3% + BSA 

3% por dos horas. A continuación se realizaron tres lavados en PBS con Tritón X-100 al 

0,3%, y se incubó con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (1:200, VECTASTAIN ABC) 

en PBS-Tritón X-100 al 0,3% por 1 hora, seguido por tres lavados en PBS y revelado con 

50μL DAB / 1mL PBS + 50μL H2O2 / 1mL PBS. La reacción se detuvo con lavados de PBS. 

Posteriormente los cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados y se 

deshidrataron con alcoholes de concentración creciente, xilol, y finalmente se 

montaron utilizando bálsamo sintético. 

Una vez puesta a punto esta técnica se realizó una contratinción con Nissl para 

determinar la localización subcelular de la proteína Fos. Para ello, se coloreó 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 estímulos extracelulares sobre las células animales provoca la rápida 

transcripción 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 

activación de c-Fos en la corteza de barriles, se realizó una prueba basada en el 

comportamiento exploratorio de las ratas frente a un ambiente nuevo y enriquecido 

[50]. Para ello, se consideraron las condiciones óptimas para obtener una buena señal 

[51]: 1- supresión de la actividad conductual del animal mediante la privación sensorial 

aislando socialmente al animal previo a la presentación del estímulo; 2- maximizar la 

señal, presentando un nuevo estímulo hacia el individuo; 3- evitar la estimulación 

prolongada dado que resultaría en una señal subóptima.  

Para resolver espacialmente el patrón de activación, 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 activación sobre las representaciones corticales de las 

macrovibrisas cortadas y poder así estudiar la respuesta de la fila intacta. En primer 

lugar, se anestesió a los animales con una solución 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 realizó 24 horas antes de 

la prueba y se las mantuvo aisladas hasta el momento de la misma. A continuación, un 

grupo de animales de cada condición experimental previamente alojados en cajas de 

48 × 33 × 16 cm, fueron realojados en nuevas cajas (ambiente nuevo) de iguales 

dimensiones y materiales, con un entorno enriquecido con distintos elementos que 

diferían en forma, tamaño y texturas, por 2 horas. Por otro lado, otro grupo de 

animales de cada condición experimental permaneció en la misma caja (sin cambio en 

su ambiente ni manipulación) (Figura 4). Luego de realizadas las pruebas, los animales 

fueron perfundidos y los cerebros procesados para inmunohistoquímica. 
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Figura 4. Diseño experimental para la prueba de ambiente enriquecido. Un grupo de ratas de cada 

condición 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 manipulación experimental. Luego de un período de 2 horas se 

perfundieron los animales y se procesaron los encéfalos para inmunohistoquímica. 

 

Obtención y procesamiento de imágenes 

Las imágenes para la técnica histoquímica citocromo oxidasa fueron obtenidas 

mediante una lupa NIKON SMZ1000 a 20 aumentos (20x), acoplada a una cámara 

digital. Los parámetros de configuración de la cámara se mantuvieron constantes 

durante la adquisición de todas las imágenes. Se registraron secciones en las cuales se 

evidenció el mapa de barriles completo o fragmentos del mismo que podían 

reconstruir la totalidad del mapa con cortes sucesivos. El procesamiento de las 

imágenes se realizó utilizando el software libre ImageJ (NIH) [52]. Esta herramienta 

informática permitió medir el área del mapa total (en aquellos registros fotográficos 

que se observó el mapa completo), el área del mapa ocupada por barriles, la longitud 

de los septos y la curvatura de las filas (parámetro inespecífico que se encuentra 

alterado en otros modelos y condiciones experimentales) [53]. Para determinar la 

curvatura se realizó el cociente entre la longitud de la línea que atraviesa el punto 

central de todos sus barriles (E1, E2, E3, E4 y E5), sobre la longitud de la línea  que une 

únicamente el punto central de los barriles de los extremos (E1 y E5), estableciendo 

que una fila o columna menos curva (más parecido a una línea recta), dará lugar a un 

cociente más cercano a uno. 

Las imágenes de la inmunohistoquímica contra c-Fos fueron obtenidas mediante un 

microscopio Nikon Eclipse E4000 acoplado a una cámara Micrometrics 319CU CMOS 

3.2 Megapixel a 100 aumentos (100x). Los parámetros de configuración de la cámara 

se mantuvieron constantes durante el registro de las imágenes. En todos los casos fue 

posible identificar un sector de la corteza con un máximo nivel de reacción, contenido 

en una o más rodajas. Se registraron cortes donde se evidenció la máxima actividad c-

Fos, correspondiente a la fila C del mapa de barriles. Para realizar la cuantificación de 

los núcleos positivos para c-Fos se utilizó el software ImageJ.  

 

Análisis estadístico 

Las comparaciones estadísticas se realizaron mediante el test de t Student a través del 

software Prism8 (GraphPad) [54]. El número de animales (n) por cada análisis 

experimental fue: pesos corporales nCONTROL=8, nVPA=9; pesos cerebrales nCONTROL=3, 

nVPA=4; área total del mapa nCONTROL=5, nVPA=5; área ocupada por el total de barriles 

nCONTROL=12, nVPA=15; porcentaje del área total del mapa ocupada por barriles 
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nCONTROL=5, nVPA=5; curvatura de las filas E nCONTROL=7, nVPA=6; expresión c-Fos nCONTROL 

NORMAL=2, nCONTROL ENRIQUECIDO=4, nVPA NORMAL=4 nVPA ENRIQUECIDO=6. Para cada experimento 

se trabajó con una cría por madre.  

Todos los resultados se expresan como medias ± desvío estándar (SD), excepto los 

resultados correspondientes al análisis de c-Fos que dado el bajo número de individuos 

se expresan como medias ± error estándar de la media (SEM), para determinar la 

precisión de la media. 
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RESULTADOS 
 

Modelo ambiental de ácido valproico  

 

La progenie de hembras tratadas prenatalmente presentó malformaciones anatómicas 

en sus colas, fácilmente diferenciables de la estructura morfológica normal (grupo 

control), que se tornaron más evidentes en la etapa adulta (Figura 5A). La presencia de 

esta deformidad se utilizó para confirmar el éxito de la exposición al teratógeno. Sin 

embargo, la exposición 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 comparación al 

grupo control, para los rangos de edad utilizados (Figura 5B y C, respectivamente). 

Tampoco se observaron diferencias en el número de macrovibrisas entre los grupos 

(datos no mostrados). 

 

 
 

Figura 5. Comparación anatómica 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 

comparación de los pesos cerebrales y en (C) de los pesos corporales, de los grupos control (columnas 

vacías) 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 histoquímica para citocromo oxidasa (COX) 

Con el fin de determinar la actividad endógena citocromo oxidasa mitocondrial, se 

procedió a realizar una técnica histoquímica para su detección según el protocolo 

indicado en la sección Metodología. Fue necesario el transcurso de 4 horas y 30 

minutos para lograr una definición clara de las regiones con actividad citocromo 

oxidasa. Para tiempos mayores el contraste disminuye y se hace difícil la observación 

microscópica. 

La técnica histoquímica sobre las preparaciones histológicas de cerebro permitió 

observar, a aumentos topográficos de una lupa binocular (20x), una coloración 

amarronada en todo el tejido pero con una distribución heterogénea. En cortes 

coronales de cerebro, fue fácil reconocer la neocorteza y la arquicorteza con distintas 

tonalidades de una coloración marrón, mientras que la sustancia blanca se presentó 

apenas coloreada (Figura 6A). 

En ciertas regiones corticales así como en áreas subcorticales, fue posible observar 

depósitos de una coloración marrón más oscura, poniendo en evidencia diferencias 

metabólicas entre las distintas áreas. Específicamente, 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 delimitación 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 patrón de manchas 

oscuras separadas entre sí por estrechas zonas con baja actividad citocromo oxidasa 

correspondiente a los septos (Figura 6C). Los barriles adoptan una disposición idéntica 

a como se posicionan las vibrisas contralaterales en la periferia. Se identificaron un 

número de 23 barriles que coinciden con el número total de macrovibrisas. Estas 

regiones oscuras corresponden a la representación somatosensorial de las vibrisas a 

nivel cortical. Los barriles no presentaron tamaño y forma uniformes dentro del mapa: 

los pertenecientes a las filas C-E presentaron un mayor tamaño que los de las filas A-B. 

Además, los pertenecientes a columnas con mayor denominación (columnas 4-5) 

también presentaron un tamaño ligeramente menor. El mismo patrón general de 

tamaños y formas no se presentó al azar sino que se repitió de forma similar en todos 

los individuos. En algunos casos el mapa de barriles apareció incompleto, con menor 

cantidad de barriles que lo esperado, debido seguramente al aplanamiento 

insuficiente del fragmento de corteza procesado o a la orientación imperfecta del 

plano de corte. En los casos en que se obtuvo menor cantidad de barriles, se utilizaron 

cortes sucesivos, tomando la máxima representación de los barriles para reconstruir el 

mapa completo.  
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Figura 6. Puesta a punto de la técnica histoquímica citocromo oxidasa. En la imagen (A) se observa un 

corte coronal de cerebro de rata al que se le realizó la técnica histoquímica (barra escala = 500 µm). 

Puede observarse que el tejido presenta distintos grados de coloración marrón, distribuidos de forma 

heterogénea. Particularmente en la corteza somatosensorial se puede observar unas manchas más 

oscuras de aspecto columnar (barriles) (B; barra escala = 200 µm). En un corte tangencial a la superficie 

cortical (C; barra escala = 500 µm), los barriles se disponen en un arreglo en filas y columnas similar a la 

disposición de las vibrisas en la periferia. 

 

 

Procesamiento de imágenes (COX) 

Las imágenes de los cortes tangenciales de corteza cerebral con la técnica histoquímica 

para citocromo oxidasa, fueron procesadas con el software ImageJ. En primer lugar, se 

calibró y  pasó a 8bit la imagen (Figura 7A) para luego delimitar el área total del mapa 

correspondiente a las macrovibrisas, de forma manual (Figura 7B), así como el área de 

cada uno de los barriles de interés (Figura 7C). Los barriles se seleccionaron como 

regiones de interés (ROIs) y se nombraron según su posición. Una vez determinadas las 

ROIs, se realizó la medición del área ocupada por los barriles, área total del mapa y se 

determinó la ubicación del punto central de cada barril (centroide). Con las 

coordenadas de los centroides definidas, se diseñó y ejecutó un corto código de 

programación que permitió trazar líneas que unían los centroides de los barriles 

adyacentes que constituían filas o columnas, conformando una malla (Figura 7D). Una 

vez establecida la malla se pudo medir las áreas 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 imágenes tangenciales de corteza cerebral, con la técnica histoquímica 

para citocromo oxidasa. Las cortezas somatosensoriales de las ratas fueron cortadas tangencialmente a 

la superficie cortical y procesadas con la técnica histoquímica para citocromo oxidasa. Se realizó un 

procesamiento de imágenes con el software ImageJ para obtener y analizar datos morfométricos como 

área total del mapa, área ocupada por barriles, área ocupada por septos (regiones claras que separan 

los barriles), distancia de separación 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 delimitó 

con una línea verde el área total del mapa de barriles de interés. En (C) se delimitó las áreas de los 

barriles individuales con celeste y se colocó su nomenclatura correspondiente. En (D) se trazaron líneas 

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 cuánto se 

parecen a una recta las líneas trazadas. Con rojo se muestra la distancia que existe entre barriles 

vecinos. (Barra escala = 500µm). 

 

 

Puesta a punto de la técnica inmunohistoquímica (Fos) 

Con el objetivo de determinar el patrón de actividad neuronal en la corteza de barriles 

de ratas expuestas a la prueba de ambiente enriquecido, se realizó la detección de la 

proteína Fos como se describe en la sección Metodología. Para ello se probaron varias 

diluciones, obteniéndose que la que dio lugar a una mejor señal/ruido se consiguió 

utilizando las diluciones: anticuerpo primario 1:400 y anticuerpo secundario 1:500 con 

un tiempo de revelado de 40 minutos. De esta forma se logró con éxito poner a punto 

la técnica para los tejidos cerebrales. 
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La observación topográfica a 40 aumentos con el microscopio óptico de los preparados 

histológicos con la técnica inmunohistoquímica evidenció una coloración amarillenta 

pálida bastante homogénea en todo el tejido. Sin embargo, fue posible distinguir 

estructuras corticales como subcorticales (Figura 8A). Al observar con mayores 

aumentos, se apreciaron depósitos puntuales marrón oscuro dispersos tanto en cortes 

coronales (Figura 8B) como en los cortes tangenciales (Figura 8C). La contratinción con 

la técnica de Nissl para comprobar la localización de la proteína, permitió confirmar 

que los puntos observados corresponden a una marcación nuclear (Figura 8D). 

 

 
 

Figura 8. Puesta a punto de la técnica inmunohistoquímica para la detección de la proteína 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 realizó la técnica inmunohistoquímica contra la proteína Fos. Los 

animales recibieron un recorte agudo de todas las vibrisas, dejando intacta únicamente la fila C, y luego 

fueron expuestos a un ambiente nuevo y enriquecido (barra escala = 500µm); en la imagen (B) se 

observa un mayor aumento de la región señalada en la imagen (A) donde se observa la distribución de la 

proteína Fos en la neocorteza cerebral como puntos marrones (barra escala = 100µm); la imagen (C) 

corresponde a un corte tangencial a la superficie cortical donde es posible apreciar la disposición de la 

proteína Fos en la fila C (barra escala = 100µm); en (D) se observa un preparado de corteza cerebral 

aplanado al que se le realizó la técnica inmunohistoquímica con una contratinción con Nissl, donde 

puede evidenciarse que los puntos observados corresponden a una marcación nuclear, distinguiéndose 

bien núcleo y citoplasma de la célula (punta de flecha; barra escala = 20µm). 
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Procesamiento de imágenes (c-Fos) 

Con la finalidad de cuantificar el número de núcleos positivos para la 

inmunohistoquímica contra c-Fos, se realizó un procesamiento de la imagen con el 

ImageJ, previo al conteo. Inicialmente se pasó la imagen a 8bit para luego realizar un 

filtro pasabanda. A continuación, se auto-umbralizó la imagen (con el modo máxima 

entropía) y se la hizo binaria. Luego, se tomó una ROI sobre el área de la fila C, con un 

tamaño establecido para todos los individuos. Una vez realizado esto, se efectuó un 

conteo automático de partículas, filtrando partículas menores a 100 píxeles y con una 

redondés menor a 0,5.  

 

Marcación COX-Fos 

Una vez puestas a punto tanto la técnica histoquímica como la técnica 

inmunohistoquímica, se logró combinar ambas y así se pudo visualizar el área de 

barriles junto a la presencia de la proteína Fos (Figura 9). De esta forma, se puede 

determinar con mayor precisión la activación de la proteína dentro de la región de 

interés y a su vez realizar las mediciones morfométricas en el mismo preparado.  

 

 
Figura 9. Puesta a punto de la co-marcación inmunohistoquímica contra Fos y la histoquímica 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 marcación de la proteína Fos (barra escala = 

100 µm); en (B) se muestra una ampliación del recuadro de la imagen (A) centrada en la región de 

interés (barra escala = 50 µm). 

 

Análisis de los cortes tangenciales de corteza cerebral: COX 

El análisis cualitativo de la representación somatotópica del mapa cortical de vibrisas, 

evidenció cambios estructurales de la corteza de barriles en los animales tratados con 

ácido valproico (Figura 10). Estos cambios incluyeron: la fusión de barriles adyacentes, 

una menor definición de sus límites y una menor curvatura de sus filas (es decir, si se 
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traza una línea que pase por el centro de cada barril que componen la fila, la línea 

trazada se asemeja más a una línea recta; Figura 10 B-D).  

 

 
Figura 10. Alteraciones de la corteza somatosensorial de vibrisas de las ratas evidenciadas con la 

técnica histoquímica 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 ácido valproico. En los animales tratados se observan alteraciones del patrón normal 

de representación de vibrisas en la corteza: el mapa parece estar más compactado, los barriles aparecen 

menos definidos, las filas aparentan tener menor curvatura y existe fusión de barriles vecinos (punta de 

flecha; barra escala = 500 µm). 

 

 

Con el fin de evaluar las alteraciones observadas en las cortezas somatosensoriales, se 

procedió a realizar el análisis cuantitativo de las mismas a partir de la información 

obtenida del procesamiento de las imágenes (Figura 11A). En primer lugar, se analizó si 

existían diferencias en el área total del mapa (región correspondiente a los barriles y 

los septos que los rodean) entre ambos grupos experimentales, obteniéndose una  

reducción significativa de aproximadamente 21,4% del área del grupo tratado 

comparado con el grupo control (Control: 3,989 ± 0,104 mm2, n=5 ; VPA: 3,136 ± 0,108 

mm2, n=5; Figura 11B). Considerando que no se encontraron diferencias entre los 

pesos corporales y cerebrales de ambos grupos, se evaluó si la disminución del área 

total conlleva a una reducción del área de representación de las vibrisas. En efecto, el 

área ocupada por el total de barriles disminuyó de forma significativa en los animales 

tratados, con respecto al grupo control (Control: 2,538 ± 0,089 mm2, n=12; VPA: 2,148 

± 0,093 mm2, n=15; p=0,0034) (Figura 11C). Contemplando estos resultados, se 

examinó qué porcentaje del área total del mapa estaba ocupado por barriles. No se 
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advirtieron diferencias significativas entre los grupos, observándose que los barriles 

ocuparon aproximadamente el 60% del área total del mapa (Control: 59,98 ± 1,62 %, 

n=5; VPA: 59,92 ± 1,48 %, n=5 ; Figura 11D). Por último, la curvatura de las filas E fue 

analizada ya que desde el punto de vista cualitativo, parecían menos curvas. El análisis 

mostró que las filas E de los animales tratados con ácido 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). 
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Figura 11. Comparaciones morfométricas de las cortezas somatosensoriales primarias con la técnica 

histoquímica 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 = 500µm). En 

(B) se presentan las comparaciones de las áreas totales del mapa, incluyendo barriles y regiones claras 

entre barriles (septos) en ambos grupos experimentales (controles, columnas vacías; tratados con VPA, 

columnas llenas). En (C) se presentan las comparaciones de la sumatoria de las áreas ocupadas por 

barriles. En (D) se muestran las comparaciones del porcentaje de área total ocupada por barriles. En (E) 

se muestran las comparaciones del índice de curvatura de las filas E para ambos grupos experimentales. 

Un índice = 1 corresponde a una línea recta. Los resultados se expresan como medias ± SD Test de t 

Student; (**) P<0.01; (***) P<0.001); ns = no significativo 

 

 

Análisis 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 

excepción 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 marcación no ocurrió de manera homogénea en el mapa 

sino que la región central correspondiente a la fila C de barriles (cuyas vibrisas 

quedaron intactas), demostró mayor densidad de núcleos Fos positivos, 

independientemente del grupo experimental (Figura 12). 

Por otra parte, el análisis de la expresión de c-Fos mostró que los animales que fueron 

sometidos a un nuevo ambiente con un entorno enriquecido tuvieron una tendencia 

hacia una mayor expresión de la proteína, evidenciada por un aumento en el número 

de núcleos Fos positivos. Esto se hizo más 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 número de animales. 
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Figura 12. Inmunohistoquímica contra Fos en la corteza somatosensorial primaria, luego de la 

exploración en un ambiente enriquecido. Se realizó el recorte agudo de todas las macrovibrisas con 

excepción de la fila C y se sometió un grupo de individuos de cada condición experimental (CONT: 

control, columnas vacías; o VPA: tratado con ácido valproico, columnas llenas) a un nuevo ambiente 

enriquecido (ENRQ) mientras que otro grupo permaneció en su mismo ambiente sin cambios (NORM). A 

la izquierda, se muestran imágenes de cortes tangenciales a la superficie cortical de un individuo por 

cada condición experimental (barra escala = 100µm). A la derecha, se contabilizó el número de células 

con núcleos 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 variación de los 

datos).  
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DISCUSIÓN  

El sistema somatosensorial de vibrisas es un sistema con una estructura modular y un 

ordenamiento somatotópico robusto. Es así que se presenta como un sistema modelo 

para el estudio de los factores tanto genéticos como ambientales que subyacen a la 

organización y establecimiento de los mapas somatotópicos [20][21][22]. En este 

sentido, se planteó el objetivo de estudiar la existencia de posibles alteraciones en la 

organización cortical del sistema de vibrisas de la rata tras el tratamiento prenatal con 

un factor ambiental como el ácido valproico. Para llevar a cabo el análisis del sistema 

en la corteza somatosensorial primaria, se realizó de forma exitosa la puesta a punto 

de una batería de protocolos y procedimientos que permitieron analizar la 

organización estructural y funcional de la corteza de barriles.  

 

PUESTA A PUNTO DE LAS TÉCNICAS 

Existen distintos métodos que permiten la detección de la citocromo oxidasa en las 

neuronas como la espectroscopía, los ensayos bioquímicos, la inmunohistoquímica y la 

histoquímica. La histoquímica en particular fue introducida por un grupo de 

investigadores para determinar la ubicación de la citocromo oxidasa en muestras de 

corazón, hígado y riñón [55]. Posteriormente, se modificó la técnica para estudiar la 

localización de la misma enzima en el tejido nervioso [56]. Esta técnica proporciona 

una localización precisa del producto de reacción a nivel tisular y de su grado de 

actividad relativa [48][57]. Además, cuenta con la ventaja de proporcionar un mapeo 

general de las diferencias metabólicas dentro de una región del tejido [58][59]. Con el 

fin de evidenciar la corteza de barriles, se realizó la técnica histoquímica para detectar 

la actividad citocromo oxidasa. Con el protocolo utilizado se logró determinar el 

tiempo óptimo de reacción para obtener una definición clara de las regiones de 

interés. Tiempos mayores dieron lugar a imágenes con mucho ruido de fondo, con la 

consiguiente pérdida de contraste. De esta manera, se logró poner a punto la técnica 

histoquímica permitiendo evidenciar la representación somatosensorial del sistema de 

vibrisas. La técnica permitió observar el característico patrón 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 

realizó la inmunohistoquímica de esta proteína 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 relación anatómica y funcional de los efectos producidos 

por la estimulación sensorial. La llegada de estímulos adecuados puede inducir la 

expresión de genes inmediatos tempranos con una corta latencia [61]. Cuando se 

produce activación neuronal, la concentración intracelular del ión calcio aumenta 
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como consecuencia del influjo del mismo. Este aumento de la concentración de calcio 

intracelular puede activar distintas quinasas, entre ellas, la MAPK que media la 

expresión de la proteína Fos. Comparada a otras quinasas, la MAPK requiere una 

fuerte estimulación externa y un mayor aumento de calcio. Por lo tanto, es poco 

probable que estímulos externos débiles resulten en la expresión de la proteína Fos 

[51]. A diferencia de otros mecanismos de estimulación de las vibrisas donde se 

utilizan agentes farmacológicos, estimulación directa del animal anestesiado, o 

mediante la estimulación de animales despiertos con metales pegados sobre las 

vibrisas y sometidos a un campo magnético [50], aquí se evaluaron los patrones de 

actividad cortical inducidos por el comportamiento exploratorio. Como es propuesto 

por otros autores [50], este mecanismo de estimulación cuenta con la ventaja de 

evaluar al animal en condiciones fisiológicas sin someterlo al estrés de la manipulación, 

o al uso de anestésicos que pudiesen influir en el patrón de activación cortical de Fos. 

Por su parte, la inmunohistoquímica proporcionó una buena representación espacial 

de la proteína, permitiendo analizar su distribución en el mapa de barriles. Preservar 

únicamente una fila de vibrisas de cada lado del hocico permitió delimitar y analizar 

mejor el área de activación, que parece restringirse al área correspondiente a la fila C, 

en ambos grupos experimentales (ya sea en un ambiente normal o enriquecido). Esto 

sugiere que no existiría pérdida evidente de integridad en las vías. Sin embargo, la 

utilización de esta técnica presenta la desventaja de no tener un marco de referencia 

claro en el mapa de barriles, siendo necesaria una doble marcación para delimitar el 

mapa. Asimismo, se logró 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 histoquímica e inmunohistoquímica con el 

objetivo de analizar la actividad de la enzima citocromo oxidasa y la presencia de la 

proteína FOS en las mismas rodajas de tejido. Al combinar ambas es posible delimitar 

el mapa de barriles y determinar la localización precisa (sobre el área de barriles o 

septos) de la proteína FOS en la misma imagen. De esta forma, se logró poner a punto 

la técnica para analizar las cortezas somatosensoriales en futuros experimentos y 

poder así realizar un análisis más riguroso del mapa de barriles. Este último protocolo 

se puso a punto luego de haber procesado la primera serie de animales 

exclusivamente con la técnica inmunohistoquímica. 

 

El análisis de la corteza de barriles requiere de herramientas informáticas que 

permitan el procesamiento de un elevado número de imágenes de forma rápida, 

estandarizada y objetiva, evitando posibles sesgos por parte del investigador. En este 

sentido, nos propusimos desarrollar una herramienta informática que permita la 

segmentación y cuantificación de esta corteza para realizar un análisis semi-

automático de las muestras. Sin embargo, no fue posible adaptar las funciones de la 
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herramienta a las características y requerimientos específicos de cada imagen. Por esta 

razón, se diseñó un protocolo manual para el procesamiento del mapa de barriles de 

dos grupos experimentales, que permitieron extraer los parámetros morfométricos de 

interés. Por otra parte, también se logró establecer un protocolo para el conteo de 

núcleos Fos positivos que se utilizó para evaluar ambos grupos experimentales.  

 

TRATAMIENTO CON ÁCIDO 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 

estímulo inocuo una de las características comúnmente identificadas en los pacientes 

[25]. Las disfunciones sensoriales logran ser reproducidas en animales de 

experimentación tras el tratamiento prenatal con VPA, presentando alteraciones de 

comportamiento similares a las encontradas en humanos [44][45].   

En este trabajo se utilizó 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 activación 

producida por la estimulación táctil de las vibrisas durante la exploración espontánea 

del ambiente. 

La exposición intrauterina aguda al VPA durante el período de cierre del tubo neural, 

produjo alteraciones en el desarrollo de la progenie. Macroscópicamente se destaca la 

alteración de la morfología normal de las colas, similar a lo observado por otros 

investigadores [46], que resulta útil como reportero de la efectividad del tratamiento 

farmacológico. 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 número muy reducido de descendencia que hacían que 

proseguir con los experimentos fuese inviable. De todos modos, ambas dosis 

mencionadas son aproximadamente diez veces más altas que las que se usaban en un 

principio en la clínica [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 análisis de diferentes parámetros morfométricos mostró una disminución 

significativa del área total del mapa, acompañada por una disminución relativa del 

área 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 disminución del área ocupada por barriles. Utilizando este mismo 

modelo, en otro estudio [65], se demostró una disminución de las terminales de los 
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axones talamocorticales sobre la capa IV en la corteza somatosensorial primaria, un 

menor tamaño de las células estrelladas de la misma capa, una reducción de la 

longitud dendrítica, así como una menor densidad de las espinas dendríticas 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 estudió si las mismas podrían implicar una alteración funcional del mapa. 

Para ello, se realizó el estudio de la expresión de c-Fos, factor de transcripción 

ampliamente utilizado para mapear la actividad funcional del cerebro [50]. En este 

trabajo, se realizó una prueba basada en el comportamiento de exploración natural de 

las ratas en combinación con un nuevo ambiente con un entorno enriquecido. Otros 

autores [50][66], observaron que la exposición de los animales a un nuevo ambiente, 

con un entorno enriquecido, resulta en un incremento de la expresión del factor de 

transcripción c-Fos. Este incremento se evidenció principalmente en la capa IV de la 

corteza somatosensorial primaria (sitio en que las neuronas de la capa IV reciben las 

principales entradas de información desde el tálamo), seguido por las capas II/III (sitio 

al que proyectan en gran medida las neuronas de la capa IV) [17]. En sintonía con estos 

trabajos, los resultados aquí reportados también muestran una tendencia hacia un 

incremento en la expresión de c-Fos. Esto no fue tan claro para los animales 

pertenecientes al grupo tratado, mostrando una tendencia hacia la disminución en la 

cantidad de expresión de c-Fos. A pesar de que es necesario aumentar el número de 

individuos para poder inferir conclusiones, las tendencias observadas coinciden con 

una menor activación de los barriles evidenciada por otros autores mediante colorante 

sensible al voltaje luego de la estimulación 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 parámetros de estimulación como amplitud, frecuencia, y 

orientación de la deflexión 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 atrás, para localizar y palpar objetos, pudiendo acompañarlos por 

movimientos con su cabeza [67]. Es así que el whisking no se vería reflejado mediante 

la estimulación pasiva del animal anestesiado. Si bien la inmunohistoquímica 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 exploración táctil un sistema que integra salidas motoras con las 

entradas sensoriales y dado que existen reportes que indican la existencia de 

dificultades en la coordinación motora en humanos con TEA  [69], queda por investigar 

si existen alteraciones motoras en los individuos tratados con VPA. 
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La mayoría de los estudios acerca de los TEA han puesto principal atención en explorar 

los circuitos corticales que subyacen a la percepción táctil aberrante [32][45][65][70]. 

Sin embargo, en los últimos años 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], demostró que la deleción de 

Mecp2, Gabrb3 o Shank3 (genes asociados al autismo) en las neuronas 

somatosensoriales periféricas resultaron en sensibilidad y discriminación táctiles 

aberrantes. La disfunción de las neuronas somatosensoriales primarias fue una 

característica compartida entre estos modelos, a pesar de presentar mecanismos 

fisiopatológicos distintos. En este sentido, sería 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: histoquímica para citocromo oxidasa, inmunohistoquímica para c-

Fos y la combinación de ambas para obtener un doble marcado. Estas técnicas 

permitieron el estudio de la corteza de barriles de animales prenatalmente expuestos 

a ácido valproico.  

Se reportó por primera vez una disminución en el área de representación de las 

vibrisas en la corteza somatosensorial primaria en un modelo ambiental de VPA. 

Asimismo, se evidenció una tendencia hacia una menor actividad funcional del sistema 

con respecto al grupo control, mediante la expresión de c-Fos en animales explorando 

un ambiente nuevo y enriquecido. Estos resultados deben ser confirmados 

aumentando el número de animales. 

 

Como perspectivas a este trabajo se implementará en futuros procesamientos el doble 

marcado COX-Fos ajustando las ROIs a las filas en estudio, ya que como se mostró 

antes, los animales VPA tuvieron una reducción en el área del mapa. De esta forma se 

podría lograr un recuento más preciso del número de núcleos Fos positivos, con la 

referencia del mapa brindada por la COX en la capa IV. Asimismo se incrementará la 

cantidad de individuos para realizar la estadística de los datos inmunohistoquímicos.  

Por otra parte, con el fin de evaluar posibles deficiencias en la discriminación de 

texturas, se están poniendo a punto pruebas de reconocimiento de objetos novedosos 

que difieran tan sólo en textura (por ejemplo, utilizando cubos de igual tamaño, 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 podrá determinar si el animal presenta deficiencias en la discriminación táctil 
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o si se debe a una falta de comportamiento de búsqueda de nuevos objetos. Además, 

está previsto analizar el tiempo de exploración de los objetos para identificar posibles 

aversiones a los mismos. Queda por explorar también el comportamiento de whisking, 

que podría evaluarse mediante la obtención de imágenes a alta velocidad en una tarea 

de discriminación de texturas. 

Por último, sería interesante analizar distintos niveles de la vía somatosensorial, 

particularmente el primer nivel de la vía, considerando que en los modelos genéticos 

de TEA se presentan disfunciones a nivel periférico. 
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