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RESUMEN: EIl sindrome X fragil en los seres humanos es causado por una mutacion en el gen FMR1 y se asocia con grave
retraso mental, hiperactividad y ansiedad. Hemos comparado ratones FMR1-KO con ratones Control en la densidad neuronal de la
corteza insular, area del cerebro asociada con el procesamiento del dolor y manejo de la ansiedad. Los ratones tanobigtidiosron s
a una prueba de aprendizaje espacial en un entorno de ansiedad. Los resultados muestran asimetria significativa eatre la densid
neuronal entre insula izquierda y derecha en KO en comparacién con ratones de tipo Control. En cuanto al comportaniel&o, a pesa
los ratones KO no mostraron marcados déficits en la realizacion de tareas mostraron una velocidad superior a la de sugdhomologo
tipo Control. Por otra parte, la asimetria de densidad insular se correlaciona con una mayor velocidad a nivel indigidesultasius
sugieren que la asimetria de la densidad neuronal insular en FMR1 ratones KO se puede considerar como un correlato &satomico de
anormalidades de comportamiento observados.

PALABRAS CLAVE: FMRP; FMR1; Corteza insular; Dolor; Ansiedad; Modelo animal.

INTRODUCCION

El sindrome X fragil es una patologia200 repeticiones CGG son los denominados portadores de
neuroekgenerativa, es la forma mas comun de discapacidagremutacion. En esta situacion, el gen se transcribe, hay
intelectual hereditaria. El X fragil no tiene cura. La caussintesis de FMRP y por tanto, los individuos permutados
genética es un tipo de mutacion conocido como expansigum asintomaticos para SXF, no presenta RM. A pesar de
de repeticiones de trinucledtidos, que afecta a una regidlio, presentan un riesgo incrementado a tener descenden-
del cromosoma X en la que se sitGa el gen FMR-1. La exa afectada ya que el nimero de repeticiones es inestable
pansion del trinucledtido tiene lugar en la region reguladoyaiende a incrementar en cada division celular. Estas dos
del gen, siendo este trinucleotido CGG (Citosina-Guaninalteraciones son: la insuficiencia ovarica primaria asocia-
Guanina). Cuando el numero de repeticiones supera el da-al sindrome X fragil (FXPOI), que causa una meno-
lor umbral de 230 repeticiones se produce la metilacigrausia antes de los 40 afios, y un sindrome de ataxia y
del gen y, por tanto, éste pierde su funcion, produciengemblor conocido como FXTAS (fragileX-associated
asi el sindrome del X fragil. Las enfermedades producid&smor/ataia syndrome).
por mutaciones en regiones no codificadoras son tipica-
mente trastornos multisistémicos que involucran la Ya que la proteina FMR1 es importante para la for-
disfuncion o degeneracion de diferentes tejidos. En los imacion y desarrollo del cerebro, los signos y sintomas que
dividuos de la poblacion general, el nimero de repeticise presentan en el sindrome X fragil estan: retraso mental,
nes CG es polimdfico y se sitla entre 6 y 50. Las repetifenotipo tipico, con defectos del tejido conectivo (ligamen-
ciones en este rango son estables cuando se transmitetosleel cual es laxo o flexible, el comportamiento puede ser
generacion a generacion. En cambio, cuando el nimenay sociable hasta retraido o agresivo. Los estimulos sen-
de CGGs supera las 200 (mutacion completa), el gen FMBdriales como ruidos, contacto fisico y presencia de muchas
se silencia dando lugar a la ausencia de FMRP y a las rofias personas pueden agobiar a las personas con FXS
nifestaciones clinicas del SXF: RM y rasgos caracterisfHagerman & Hagerman,, 2002; Loesch & Hagerman, 2012;
cos. Finalmente, los individuos con alelos de entre 55[yomiset al, 2012; McLennaet al, 2011).
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Los cambios patoldgicos en el cerebro de pacientpara su uso en la investigacién biolégica Unica. Todos los
FXS se observan en los estudios de resonancia magnétracedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica
incluyen anormalidades en el vermis (Ra&isal, 1991) del institucional de la Universidad Complutense de Madrid y se
cerebelo y posterior, disminucion del volumen de la circulevaron a cabo de acuerdo con el articulo 4 de la Directiva
volucion temporal superior (Reissal, 1994), y un volumen 92/65 CEE del Consejo en relacién con los requisitos de
caudado ampliada (Reist al, 1995). Protuberancias sanidad animal. 9 hembras y 9 machos (13 a 16 meses de
dendriticas anormales también se han descrito en esta pobt#ad) de tipo Control (WT) y, 9 hembras y 9 machos (13-16
cién (Segakt al, 2000). Se cree que estas dos anormalidade®ses de edad) ratones FMR1 KO. Los ratones se mantu-
estructurales del cerebro y el fenotipo observado en estructieron con 12 h de luz, 12 h oscuras. Todas las pruebas de
ral FXS son causados por la ausencia de la proteina FMR&mportamiento se llevaron a cabo durante la fase de luz,
En Ratones adultos FMR1 KO se ha demostrado que tier@n00 a.m. — 07:00 p.m.
espinas dendriticas anormalmente largas (Castiadn 2005;
Bureauet al, 2008). Ademas, que se correlaciona con el consenotipo FMRP. El Genotipado de FMR1 se realizé con
portamiento patoldgico en este tipo de ratones (Restigh PCR, la biopsia con cola de ratén y el protocolo utilizado
2005; Peieket al, 2000). La Densidad neuronal es una medfue el Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, EE.UU.,
da importante histologica. Por ejemplo, el estrés crénico selhip:/jaxmice.jax.org). El emparejamiento fue estrictamente
asociado con cambios en la densidad neuronal en ratonesaletrolado. Ademas, de que cada sujeto descendiente (ra-
tipo Control (Olivare®t al, 2004, 2010). tén) fue Genotipado.

La insula es un area de especial interés en relaci®rueba espacial de memorisSe empleé el laberinto Barnes
con FXS debido a su papel en el procesamiento del dolofBarnes, 1979) para caracterizar el aprendizaje espacial y la
manejo de la ansiedad. Muchas areas del cerebro egt@moria, este permite medir la capacidad de un raton para
involucradas en la experiencia del dolor. Técnicas de mapaarender y recordar la ubicacién de una zona mediante una
cerebral en los seres humanos y los animales han aportadofiguracion de sefales visuales distales situados alrede-
muchos conocimientos sobre las regiones del cerebro gleg de la zona de pruebas. Las tareas utilizadas son utiles
inervan el procesamiento del dolor. En particular, la cortepara identificar los déficits cognitivos en cepas transgénicas
insular que sirve como interfaz entre los sistemas de prode-roedores que el modelo para la enfermedad tales como
samiento aferentes y las areas responsables de la orieRdS (Harrisoret al, 2006, 2009). El laberinto Barnes con-
cion cognitiva (Staret al, 2009; Papathanasietial, 2006; siste en una superficie circular con 20 orificios circulares
Craig, 2003). Existe evidencia a partir de modelos animaleslocados equidistantes cerca de la orilla de la mesa. Las
de FXS de los déficits en la amplificacion de las sefales itkelicaciones visuales se colocan alrededor de la mesa a la
dolor entrantes en el nivel espinal (Price & Melemedjiawjsta del animal. Bajo uno de los agujeros hay una "caja de
2012). Una alta proporcién de portadores humanos femeascape"”, que podria ser alcanzada por el roedor a través del
nos de una premutacion en el gen FMR1 sufren dolorificio correspondiente en la superficie de la mesa. Los es-
musculoesquelético generalizado. También hay un mayémulos adversivas son luz (150 w) y sonido (80 dB) obli-
riesgo de ser diagnosticados con fibromialgia, una condjandolo a encontrar refugio. Los parametros medidos una
cion asociada con los umbrales de dolor disminuido y défiez que el ratén es liberado hasta que se encuentra la caja de
cits cognitivos, ademas de dolor musculo esquelético, espseape son: velocidad media y distancia recorrida.
cialmente en la presencia de signos motores del sindrome
de temblor asociado ataxia X-fragil (FXTAS) (Leelaty El laberinto de Barnes se divide en 4 fases. Antes de
al., 2011). Otro sintoma importante asociado con FXS esttaas las fases del laberinto la mesa debe estar completa-
ansiedad. La insula parece estar implicado en la representante limpia eliminando todas las fuentes de olor para evi-
cion de experiencias adversivas como el miedo y la ansiar sefales olfativas.
dad (Bagnkt al, 2012; Paulus & Stein, 2006).
Fase 1: AdaptacionEl ratén se coloca en el centro del la-
berinto. No hay elementos de adversivas. Después de tres

MATERIAL Y METODO minutos, el ratén se induce suavemente para entrar en la
caja de escape, si no lo ha hecho antes. Esto se repite una
segunda vez después de un intervalo de 15 min.

Modelo Animal. Ratones Mus musculus ratones C57BL /6

FMR1 KO fueron adquiridos del Fondo para Erasmus Ankase 2: adquisicion espacial.uz adversivas (150 w) y so-

mal / Erasmus Dierexperimenteel Centrum (EQ@dp:// nido (80 dB) estimulacion se introducen en esta etapa. Los

www.erasmusmec.nl/edcEstos animales estan destinadosstimulos adversivos son puestos una vez que el ratén es
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Fig 1. A). Imagen original a color. B) Imagen en Intensidad con la deteccion de bordes y estimacion densidad.

puesto en el centro del laberinto y se retiran cuando el rat@on y hemisferio. Las imagenes digitales fueron toma-
entra en la caja de escape. Al igual que antes, el ratondgs con un microscopio electronico Olympus BX51. Para
induce suavemente para entrar en la caja de escape, si revRuar la reproducibilidad dos analisis diferentes se lle-
ha hecho después de tres minutos. Cuatro sesiones por\é&on a cabo en dos escalas diferentes (40X y 100X).
con un intervalo entre sesiones se llevaron a cabo. Estd®¢gbos analisis arrojaron resultados equivalentes. Desa-
repitié durante 4 dias consecutivos. rrollamos una aplicacién bajo la plataforma de MatLab
(Mathworks, Natwick, California, EE.UU., Fig. 1) para el
Fase 3: Memoria de Corto plazoEl dia 5, 24 h después deanalisis automatico de la imagen. Los resultados fueron
la altima jornada de entrenamiento, se suelta el raton ervalidados manualmente con aplicaciones similares comer-
centro del laberinto y es libre de encontrar la caja de escagi@les tal como MetaMorph (Microscopia Automatizacion
mientras que los estimulos aversivos se entregan. La segighnalisis de Imagenes Software es el estandar de la in-
se termina después de 90 seg. Si el ratoén no ha llegado @uatria para la adquisicion de microscopio automatizado)
caja de salida por ese tiempo que se induce suavemente pdraageJ (Procesamiento de Imagenes y Analisis en Java,
entrar en la caja y los estimulos adversivos se desconectitn://imagej.nih.gov/i). Como un primer paso, las ima-
genes en color se convierten a escala de grises. A conti-
Fase 4:A largo plazo tarea de memoria. Esta fase teniamacion, el contraste se mejor6 utilizando adaptativa
misma estructura que el anterior con la diferencia de queegsializacion del histograma contraste limitado. Las ima-
llevé a cabo en 12 d. genes resultantes fueron convertidas a blanco y negro. Los
pixeles colindantes se combinaron a continuacion, utili-
Preparacion del corte cerebral El animal fue anestesiado zando la interpolacion bilineal para eliminar limites indu-
con ketamina y luego se sacrifico por perfusion de fijadgidas artificialmente. A partir de estas imagenes se detec-
(paraformaldehido al 4%) en la aorta. Un breve periodo tFon fronteras y superficies cerradas llenas de color ne-
perfusion salina precedio al fijador. Después de que el ce@#o. Estas imagenes finales permiten el calculo de la den-
bro se fij6, se extrajo del craneo y queda sumergida en sagigad neuronal como un porcentaje.
rosa durante 7 dias a una temperatura®@epéra comple-
tar el proceso de fijacion. Los cortes fueron de tipo coronal
a 50 micras de espesor con el equipo automatico VibratorsSULTADOS
Los cortes sin procesar en crioprotector sacarosa y luego se
congelaron a -2@. Se realiz6 un corte en el lado derecho
de identificar los dos hemisferios. Prueba espacial de memorialas variables independien-
tes consideradas fueron genotipo (KO y WT) y el sexo (mas-
Procesamiento de la imagen de Histologi&e analiza- culino y femenino). Como se describe en la seccion Meéto-
ron un total de 383 de cortes coronales para estimardes, las variables dependientes medidas fueron el tiempo
densidad neuronal (190 desde la izquierda y 193 del fienscurrido de la prueba hasta que encuentra la caja de es-
misferio derecho) a partir de los 36 ratones descritos angépe (duracion), velocidad media y distancia recorrida. El
riormente. Un minimo de 5 cortes se obtuvieron de caggalisis se llevé a cabo de forma independiente para las fa-
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ANOVA Table ANOVA Table ANOVA Table
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Genolype 0.0058 1 0.0085  §.93 0.013 Genolype 50685836 L 50E8SB3.E  1.86  0.1821 Genctype £354.7 1 £384.75  5.28 0,028
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Fig. 2. El analisis estadistico (ANOVA) muestra que los ratones knock-out eran mas rapidos y tomaron menos tiempo ém @ laberin
la tarea de memoria a corto plazo. No se encontraron diferencias con respecto a la distancia recorrida. A) VelocidadjaB) Distan
recorrida, C) Duracion.

homadlogos WT. No se encontraron diferencias sig-
nificativas con respecto al sexo o la distancia re-

Three-Way RAnalysis of Variance With Repeated Measures on One-Factor (Within -Subjects) Table.

sov 55 df MS F P Conclusion . .
corrida. Se encontraron los mismos resultados tan-
Between-Subjects 689.943 43 .
Sex (Ferale Mole] 201,011 1 201,011 se.128 0.0000 s to a corto plazo y la memoria a largo plazo (datos
Genotype 0.284 i 0.284 0.076 0.7835 Ns
Sex - Genotype 340.102 x 340.102 91.s582 0.0000 -] no mOStradOS)-
Error Sex- Genotype 148.545 40 3.714
ﬁ;;?;::::?&;;::sum 22::?:: 4; 82.102 49.083  0.0000 s DenSidad NeuronaJ En primer IuQarr se rea“Zé
e o e : 18 IS s un triple andlisis- disefio mixto de la varianza con
Sex-Geno - Hemisphere 5 F: 5 . i H 1
el e 320328 2 2 7:398 0:0096 s IQ densidad neuronal |nsu.lar como varlaple depen-
diente, el sexo (femenino y masculino) y el
Total 896.443 87

TR oo Ty genotipo (KO, WT) como entre los sujetos varia-
The results are significant (S) or not significant (NS). bles independientes y hemisferio (izquierda y de-
recha) como sujeto dentro de la variable indepen-
diente. Distribucién de la densidad neuronal por
T categoria se muestra en la Figura 3. La tabla de
o4l 1 o4 1 o4} 1 G 1 ANOVA muestra que todas las variables indepen-
1 dientes mostraron diferencias significativas excep-
62| 1 il . e 1 g2, 1 to para el genotipo. Del mismo modo, todas las
interacciones fueron significativas, excepto para
el hemisferio X sexo (Fig. 3). A continuacion rea-
lizo post-hoc de dos vias ANOVAs para cada
genotipo por separado con el sexo como factor de
D entre sujeto y el hemisferio como en factor de
1
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1 5 1 5 1 tema. Los resultados indican diferencias signifi-
cativas con respecto al hemisferio para los rato-

saf 1 sap 1 saf 1 saf + 1 nes KO (Fig. 4A) con una mayor densidad
+ . neuronal en el hemisferio izquierdo. Para los ani-

Bl B e ey males WT las diferencias significativas fueron con

respecto al sexo, con los ratones hembra que mues-
Fig. 3. Resultados del disefio mixto ANOVA de 3 vias de la densidad neurongh |a densidad neuronal mayor insular (Fig. 4B).
insular con el sexo y el genotipo como dentro de los factores de sujeto y de

hemisferio como en factor de tema. Resultados de Correlacién Histolégica y Prue-

ses 3 (memoria a corto plazo) y 4 (memoria a largo plazo). Un anélisasde Comportamienta Para investigar las po-
de 2 vias de la varianza (ANOVA, Fig. 2) mostré que los ratones Kbles relaciones entre los datos histologicos y de
eran significativamente més rapido y tomé menos tiempo que sosnportamiento, se calculo el coeficiente de co-
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A Bl
Source 8s5q df MSq F <] Source 83gq ar MSq F P
SexFactor 532.023 1 532,023 163.929 0.0000000 Sex Factor 3.091 1 9.081 2.174 0.1559365
Sex error 64.909 20 3.245 Sexerror B3.636 20 4.182
Within-subjects factor 2.750 2.750 1.809 0.2191930 Within-subjects factor 124,455 1 124.455 76.056 0.0000000
Within x between int. 6.568 6,568 3.843 0.0640311 Within x between int. 5.818 1 5.818 3.556 0.0739571
Within-subjects error 34.182 20 1,708 Within-subjects error 32.727 20 1.636
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Fig. 4. Post-hoc de 2 vias ANOVAs para cada genotipo muestran diferencias significativas con respecto al hemisferiaqreas los ra
KO y con respecto al sexo de los animales WT.

0.16 T T T T T T T

rrelacion de Pearson entre la asimetria de densidad her  o.14¢ © 1
ferio a nivel individual definidos como Asimetria = 2 * (Den- &

sidad Derecha - Densidad Izquierda) / (densidad derech. _ """ i
Densidad Izquierda) y los diversos conductual se incluy E ik ® o o _

ron velocidad, duracién y distancia recorrida, tanto para
fase 3 y 4 ratones correspondientes a ambos sexo
genotipos. Se aplicd una correccion de Bonferroni para co i
paraciones multiples. Se encontr6 correlacion significatiy £

entre lafase 4 la velocidad y la asimetria (r=-0,48, Pcorregi  0.04}
<0,05, Fig. 5).

se 4 , SPEED
o
8
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Fig. 5. Diagrama de dispersion de asimetria interhemisférica den-

) ) sidad neuronal vs velocidad para la Fase 4. La linea roja es el re-
El presente estudio compara la densidad neuronal gitado de una regresion lineal.

la insula, y medidas de comportamiento que refleja el apren-
dizaje espacial de ratones FMR1 KO y WT. Los resultad¢€ohenet al, 2011). Los pacientes con SXF normalmente
histolégicos més relevantes fueron que los ratones KO masHren de ansiedad (Baggtial). Del mismo modo, los ra-
traron una asimetria densidad neuronal interhemisféritanes FMR1 KO se han visto alterados la ansiedad y el com-
mientras que esto no era el caso de los animales WT. fiortamiento social y, por tanto, constituir un modelo animal
cuanto al comportamiento, los ratones KO con los estimes relevante para la ansiedad en el comportamiento por par-
los adversivos mostraron mayor velocidad y menor tiempe de los pacientes con SXF. Ademas, se cree que la insula a
para completar la tarea que los WT. Ademas, se encontig&sempefiar un papel clave en los procesos que median el
una cantidad significativa de correlacion a nivel de ratamvel de ansiedad.
individual entre la asimetria interhemisférica y la tarea de
velocidad en memoria a largo plazo (fase 4). Los resultados del presente estudio sugieren que las
asimetrias insulares descritas pueden constituir un correlato
La relacion entre el SXF-corteza insular y SXF-ananatomico de algunas de las anomalias de comportamiento
siedad, se ha explorado en trabajos anteriores. El Volunm@esentes en los ratones transgénicos, que a su vez, pueden
Insular se ha encontrado reducido en los seres humanosteorer implicaciones para la relacion entre la morfologia in-
SXF en comparacion con controles sanos usando MRllary el SXF en los seres humanos.
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Interhemispheric neural density asymmetry of insular cortex in FMR1 ~ PhenotypesAdv. Exp. Med. Biol., 7698-114, 2012.
Knock-out micelnt. J. Morphol., 32(4)1377-1382, 2014. ) ) ) )
Loomis, E. W,; Eid, J. S.; Peluso, P.; Yin, J.; Hickey, L.; Rank, D.; McCalmon,

SUMMARY: Fragile X syndrome in humans is caused by a S.; Hagerman, R. J.; Tassone, F. & Hagerman, P. J. SeqL_Jencing the
mutation in the FMR1 gene and it is associated with severe mental Unsequenceable: expanded CGG-repeat alleles of the fragile X gene.
retardation, hyperactivity and anxiety. Here we compare FMR1 Knock- Genome Res., 23(1p1-8, 2013.
Out mice, a model of Fragile-X syndrome, and wild-type mice with respe
to the neuronal density of the insular cortex, a brain area associated w
pain processing and anxiety management. Mice were also subjected to a
spatial learning test in an anxiogenic environment. Results show Signiﬁc%‘ﬁvares, R.; Toledo, C.; Vera, Y.; Morgan, C.; Pérez, H.: Ortiz, A.; Henriquez,
asymmetry between neuronal density between left and right insula in knock M.; Hernandez, A. & Cifuentes, F. Density in primary visual cortex (17
out as compared to wild type mice. Behaviorally, although knock-out mice ig,al area) from rats subjected to chronic stiessJ. Morphol., 28(3B55-
did not show deficits in task completion they explored the maze at a higher gq 2010.
velocity than their wild-type counterparts. Furthermore, insular density
asymmetry correlated with higher velocity during one of the spati@livares, R.; Godoy, G.; Adaro, L. & Aboitiz, F. Neuronal density in primary
navigation tasks at the individual mouse level. These results suggest that visual cortex (17 visual area), in two wild rodent spedigs.J. Morphol.,
insular neuronal density asymmetry in FMR1 Knot-Out mice may be  22(4)x279-84, 2004.
considered as an anatomical correlate of the observed behavioral
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Anxiety; Animal model. . . . o )
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