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RESUMEN: Sonic hedgehog (SHH) es un morfégeno esencial para el desarrollo del tubo neural, miembros y somitos. Variacio-
nes en su expresion pueden ocasionar alteraciones en el sistema nervioso. Esto lo producen teratdgenos, como el a¢idi®)alproico
el cual aumenta las especies reactivas de oxigeno, pudiendo contrarrestarse con la administracion de vitamina E (V#gte3mbusco
nar la expresion de SHH en tubo neural y médula espinal en embriones y fetos de ratones expuestos a VPA, VPA + VE y VE. Se
conformaron 8 grupos de ratones hemiag musculus A los 8 dias post-coito (p.c.) se les administré a los grupos 1 y 5 suero
fisiologico 0,3 ml; grupos 2 'y 6 VPA 600 mg/kg; grupos 3y 7 VPA 600 mg/kg + VE 200 Ul/kg; grupos 4 y 8 VE 200 Ul/kg, todos los
tratamientos via oral. A los 12 dias p.c., se sacrificaron los grupos 1, 2, 3y 4,y a los 17 dias los restantes. Faenosdiacion
Bouin e incluidos en paraplast. Se realizaron cortes transversales a nivel toracico. Se utiliz6 anticuerpo policlona|SentitssEidiz,
H-160, conejo), dilucién 1:100. Se describié la morfologia de las muestras marcadas positivamente, se midi6 la densidegraptica
day porcentaje de &rea inmunoreactiva. La expresion de SHH fue inmunopositiva en notocorda y placa del piso del tulbceneural so
embriones de 12 dias p.c. Los grupos tratados con VPA+VE y VE presentaron mayor intensidad inmunohistoquimica y porcentaje de
area inmunoreactiva en comparacion al grupo tratado con VRA,Q001) en la placa del piso, siendo similar al grupo control. En la
notocorda, la intensidad de inmunoreaccion fue similar a lo demostrado en la placa del piso, con diferencias significatoad {p
pero el porcentaje de area no arrojé diferencias. Los grupos de 17 dias de gestacion resultaron negativos a la expredién de SHH
vitamina E regula la expresion de SHH en tubo neural, atenuando asi los efectos del VPA.

PALABRAS CLAVE: Sonic hedgehog; Acido valproico; Vitamina E; Morfégeno; Tubo neural.

INTRODUCTION

En el desarrollo embrionario ocurren una serie deeural, miembros, diferenciacién de somitos, entre otros
procesos fundamentales para la formacion de estructu(@heebat al, 2016). Referente al proceso de neurogénesis,
ordenadas, reguladas por morfégenos, que correspondesl mecanismo planteado es que la notocorda libera SHH,
moléculas organicas producidas y secretadas por un grig@eual estimula a las células de la placa neural a formar la
de células embrionarias, las que al unirse a receptorespiigca del suelo. Posteriormente, las mismas células de la
membrana gatillan una respuesta celular dependiente dgpkica del suelo producirdn SHH, el cual sumado al que
concentracion (Tabata & Takei, 2004; Ragasl, 2014).  produce la notocorda, inducira a las células de ambos la-

dos de la placa del suelo a diferenciarse en motoneuronas

Sonic hedgehog (SHH) corresponde a u(Cohenet al, 2013). También la expresién de SHH en la
morfégeno esencial para el desarrollo normal de 6rganestocorda juega un rol fundamental en el cierre del tubo
y estructuras durante la etapa embrionaria, como tuheural (Pattersoet al, 2009).
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Variaciones en la sefializacion de SHH puede produ- En algunos estudios se ha reportado el efecto benefi-
cir diversas alteraciones, pudiendo ser malformaciones camso de la VE en distintos modelos experimentales trata-
génitas como holoprosencefalia, anomalias craneofacialdes con VPA. Ademas, se ha observado que la administra-
exencefalia, espina bifida, entre otros, como también puerién de VPA reduce la expresién de SHH en neuronas
ocasionar canceres, incluyendo carcinoma de células basaesptoninérgicas del cerebro posterior (Oyabal). Sin
gliomas malignos, meduloblastoma, leucemias, y cancemsbargo, no se ha evaluado su expresion en tubo neural y
de mama, pulmén, pancreas y prostata (Rirekak, 2016). médula espinal, asi como también los resultados derivados

de la administracion de VE.

Entre los farmacos capaces de ocasionar alteracio-
nes en el desarrollo, se encuentra el acido valproico (VPA), Este trabajo tiene como propoésito determinar la ex-
el anticonvulsivante mas teratogénico, y es capaz de proguesién de SHH en el tubo neural y médula espinal en em-
cir anomalias aun en dosis terapéuticas. La exposiciénlitéones y fetos de ratones hembras expuestos a terapia
VPA durante la gestacion puede triplicar la tasa de altemmntiepiléptica con acido valproico, expuestos a esta terapia
ciones, siendo la principal la espina bifida, ademas éa conjunto con VE y expuestos so6lo a VE de 12 y 17 dias
anencefalia, cardiacas, craneofaciales, defectos esquelétimgestacion.

y de los miembros, como también un conjunto de rasgos

dismérficos denominado Sindrome Fetal del Acido

Valproico, con una disminucion del crecimiento intrauteriMATERIAL Y METODO
no (Ornoy, 2009).

El mecanismo a través del cual el VPA actlia como Se utilizaron 40 ratones hembras jovenisg
teratdbgeno es el aumento del estrés oxidativo. Es decir,nsasculu}, las que se dividieron en 8 grupos de 5 ratonas
produce un exceso de especies reactivas de oxigeno (R@&tantes cada uno. Estas se colocaron en jaulas con ma-
y radicales libres, desencadenando un desequilibrio entfes reproductivamente sanos y jovenes. Se consideré como
sistemas oxidantes y antioxidantes (Verrettal, 2008). el dia 1 de gestacién el momento en que se verifica la pre-
Esto provoca un dafio directo en DNA, proteinas y lipidosencia de tapon mucoso a nivel vaginal, lo que significa que
afectando las vias de sefializacion celular mediante la atiitbo copula.
vacion de factores de transcripcién sensibles a 6xido reduc-
cion, alterando procesos celulares claves en el desarrollo A los 8 dias post coital (p.c.) se procedié a dividir a
embrionario (Therond, 2006). En este sentido, se ha vis&s hembras gestantes en 8 grupos y recibieron los siguien-
que el VPA altera en ciertas etapas del desarrollo embriot@s tratamientos via oral en micropipetas de(#200
rio la expresion de genes involucrados en la neurogénesis,
como es el caso de SHH, lo cual tendria directa relacién cooos grupos 1y 5 fueron tratados con 0,3 ml de suero fisio-
los diversos efectos teratogénicos que produce el VRdgico, conformando los grupos control (NaCl 0,9%).
(Oyabuet al, 2013; Wuet al., 2012).

- Los grupos 2 y 6 recibieron 600 mg/kg de acido valproico

Ademas, los mecanismos de defensa antioxidant@temperatdt, Laboratorio Recalcirfg.
tanto en el embrién como en el feto son inmaduros y tienen
un desarrollo lento durante la gestacion, por lo que el estrés los grupos 3 y 7 se les administr6 600 mg/kg de acido
oxidativo causaria dafios irreversibles (Ornoy). Sumadovalproico y 200 Ul/kg de VE (Laboratorio F&sa
esto, se ha visto que el VPA disminuye la concentracion de
ciertos antioxidantes, como la vitamina E (VE), en el plas-A los grupos 4 y 8 se les suministré 200 Ul/kg de VE.
ma (Al Deehet al, 2000).

Alos 12 dias p.c. las ratonas de los grupos 1, 2,3y 4

Ante esto, existen estudios que avalan la administree anestesiaron y eutanasiaron con solucion de eutanasia
cion exdgena de VE para contrarrestrar los dafios que oxdacina en dosis 1,1 a 2,2 mg/kg y ketamina en dosis de 10
siona el VPA, ya que al ser agente reductor es capaz de pre20 mg/kg. Posteriormente, con la misma metddica se
venir y neutralizar los radicales libres de oxigeno mediangéeitanasiaron los ratones de los grupos 5, 6, 7 'y 8 correspon-
la donacién de electrones a especies oxidadas. De estadante a los grupos de 17 dias p.c.
ma, interrumpe la reaccion en cadena de formacion de radi-
cales libres, a diferencia de otros antioxidantes preventivos  Se realiz6 técnica inmunohistoquimica con anticuer-
que evitan el inicio de la secuencia de reacciones (Nikip anti-SHH. Los embriones y fetos fueron fijados en solu-
2015). cion Bouin e incluidos en paraplast. Se obtuvieron cortes de
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5 um con micrétomo Microm (HM315R) a nivel toracico
del tubo neural y médula espinal, los cuales se adhirierol )
portaobjetos con carga positiva (Citoglas). Fueron adhe
dos 4 cortes por portaobjeto, considerando un total de
portaobjetos por muestra. La recuperacion antigénica f
realizada en vaporera por 40 minutos, con los cortes surr
gidos en solucion desenmascarante de antigenos (Ve
Labs). Se realiz6 bloqueo de peroxidasa endégena c
peréxido de hidrégeno en metanol y bloqueo inespecifit
de proteinas con PBS+BSA al 3 %. Para la incubacioén ¢
el anticuerpo primario anti-SHH (Santa Cruz Biotechnolog:
H-160, conejo) se us6 una dilucién 1:100 en PBS. Para:
deteccion del anticuerpo primario se incubd con polime:
conjugado con anticuerpo anti conejo y HRP durante 15
nutos. Como sustrato para la HRP se us6 diaminobencid:
(DAB, Vector Labs) durante 1-2 minutos.

e embriones de 12 dias de gestacion. Grupo
control. (A) placa alar, (B) placa basal, (P) placa del piso, (N)
dréotocorda. Anticuerpo anti-SHH. 100X. Se observa inmunotincion

El control negativo estuvo dado por el desarrollo i .
%c_)smva en la placa del piso y notocorda. Barra| 200

la técnica inmunohistoquimica completa, pero sin consid

rar los anticuerpos primarios. Como control positivo se con-

sider6 la notocorda. Los cortes transversales seriados fuas al compararlo con el grupo controk(@,0001). Al com-

ron analizados si resultaron marcados positivamente y fymrar este grupo con el grupo que se le administré VPA +

ron descritos morfolégicamente. VE, se evidencian diferencias estadisticamente significati-

vas, presentando este UGltimo una reaccién inmuno-

Los cortes histoldgicos fueron fotografiados en uhistoquimica con DOI de 0,38,013. El grupo VE mostrd

microscopio Zeiss con camara fotografica Cannon PowBOl de 0,3&0,009, lo cual al contrastarlo con el grupo VPA

Shot A640 conectada a un computador. Se midié densidel observaron diferencias significativas. No hubo diferen-

optica integrada (DOI) y porcentaje de area positiva pagis estadisticamente significativas entre los grupos control,

inmunotincién con el programa Image Pro Plus 9.¥PA +VE y VE al compararlos entre si.

(Mediacybernetics, USA) en placa del piso del tubo neural

y notocorda. Los resultados fueron presentados como la  El porcentaje de area con inmunotincion en la placa

media y desviacion estandar. Para el andlisis estadisticalebpiso también presentd diferencias estadisticamente sig-

utilizé el programa Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad Softificativas en la placa del piso €0,0001). El grupo con-

ware Inc, USA). Se aplicd test de ANOVA para medidasol presentd un porcentaje de area de#B% el grupo

anidadas y se consider6 el valor de<®,05 como VPA+VE (16:2,2)y el grupo VE (16:,6) demostraron

estadisticamente significativo. diferencias significativas al compararlos con el grupo VPA
(7,35£1,8).
RESULTADOS En el caso de la intensidad de inmunotincion expre-

sado en la notocorda, esta se comport6 de forma similar a lo
demostrado en la comparacién de los grupos en la placa del
En los embriones de 12 dias de gestacion, todos liso (Fig. 3). El grupo que presenté mayor DOI fue el con-
grupos presentaron inmunotinciéon positiva a SHH en teol (0,46:0,015), y el que menor intensidad mostré fue el
notocorda y en la placa del piso del tubo neural (Fig. I¥PA (0,33:0,014), encontrandose diferencias significativas
Con respecto a los fetos de 17 dias de gestacion,(pes 0,0001). Los grupos VPA + VE y VE presentaron valo-
inmunotincién resulté negativa a SHH en los 4 grupos est®s DOI de 0,480,008 y 0,4&0,011, respectivamente, arro-
diados, sin diferencias entre ellos. jando diferencias estadisticamente significativas al compa-
rarlos con el grupo VPA. Entre los grupos control, VPA +VE
En la placa del piso del tubo neural de los embriongsVE no se encontro significancia estadistica.
de 12 dias de gestacion (Fig. 2), la intensidad de la
inmunotincién en el grupo control presentd valor DOI de Los grupos control, VPA, VPA + VE y VE no mos-
0,39:0,006. El grupo VPA mostré una reducida intensidadiaron diferencias significativas en el porcentaje de area de
con DOI 0,290,007, encontrandose diferencias significatita marca inmunohistoquimica a nivel de la notocorda.
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Fig. 2. Placa del piso del tubo neural de embriones de 12 dias p.c. a. Grupo 1 (Control). b. Grupo 2 (VPA). c. Grupo B)(\(P&tugo
4 (VE). Anticuerpo anti-SHH. 400X. Barra 1. e. Grafico comparativo de la densidad éptica integrada (DOI) en la placa del piso del
tubo neural. f. Grafico comparativo del porcentaje de area (%) en la placa del piso del tubo neural. **** Val@r,@@0A.

DISCUSION

Se confirmd la hipétesis que la VE tiene un efecto en En relacion al anticuerpo anti-SHH, se observé mar-
la expresion de SHH en la placa del piso del tubo neuratgcion positiva en la notocorda y en la placa del piso del
notocorda de embriones de raton tratados con VPA. tubo neural en los embriones de 12 dias p.c., lo cual se rela-
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Fig. 3. Notocorda de embriones de 12 dias p.c. a. Grupo 1 (Control). b. Grupo 2 (VPA). c. Grupo 3 (VPA + VE). d. Grupo 4 (VE).
Anticuerpo anti-SHH. 400X. Scale bar 1j0®. e. Grafico comparativo de la densidad 6ptica integrada (DOI) en la notocorda. f. Grafico
comparativo del porcentaje de area (%) en la notocorda. **** Valor<i@,p001.

ciona con la ex@sién de moléculas de sefializaciéon que El grupo 2 (VPA) present6é una menor intensidad y
son inductoras de la diferenciacion de neuronas motorgsaecentaje de area de inmunotincion en comparacion a los
interneuronas del tubo neural. Este morfégeno forma uoftos grupos, tanto en la placa del piso como en la notocorda.
gradiente desde la fuente donde es producida y pudghto esta de acuerdo con las observaciones de @bhkn
gatillar o atenuar la expresion de diferentes genes y al lsabre interpretacion de morfégenos y Oyabal, quienes

ber alteraciones en su expresion, se explicarian las medtudiaron la diferenciacién inicial de neuronas
formaciones que induce el VPA en dicho érganioaf@, serotoninérgicas (Cohemal; Oyabuet al). Incluso, en un
2003; Rojast al). estudio en esta misma poblacion celular, se afiadié
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exégenamente SHH a células neuronales progenitoras W&A + VE a los 12 dias p.c. Por lo tanto, es posible aseverar
tadas previamente con VPA, lo cual impidié parcialmenigue la administracién de VE no produce defectos en las crias.
el retraso en su maduracion (Miyazekal, 2005). Suma- Igualmente, se puede afirmar que los embriones que fueron
do a esto, se ha podido observar tanto en modelos animataetados con VPA y VE en forma conjunta presentaron
como en embriones humanos que al haber una exprediistologia normal en comparacion al grupo tratado con VPA
reducida de SHH puede ocasionar defectos en el tubo newsalo.
tales como holoprosencefalia, meningocele, mielome-
ningocele, espina bifida y anencefalia (Tsurubwthal., Un aporte de esta investigacion fue la técnica
2013; Luet al, 2015). inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-SHH que resul-
t6 muy especifica. Hasta el momento, la mayoria de estu-
Todos los grupos de 17 dias p.c. resultarodios se realizaban con inmunofluorescencia que requiere de
inmunonegativos, sin encontrarse diferencias entre ell@siostato. En cambio, la presente técnica se realiz6 en
Esto se explica ya que SHH actlla como morfégeno durapiraplast y requirié sélo los instrumentos para técnica
el periodo embrionario en el proceso de neurogénesis, piimistoldgica, por lo que la hace mas factible su
cipalmente (Rojast al). reproductividad.

En el caso de la VE, se pudo constatar que ninguno  En conclusion, los efectos de la VE en el tubo neural
de los embriones o fetos tratados con este farmaco presafg@mbriones de ratdn tratados con VPA, tienen un rol pro-
diferencias significativas en la expresién de SHH en platactor sobre los efectos adversos que ocasiona el
del piso y notocorda al compararlo con los grupos controlanticonvulsivante.

CONEL V. D.; SOLER, G. B.; SAINT-PIERRE, C. G. & ROJAS, R. M. Role of vitamin E in neural tube of mouséus musculus
embryos and fetuses treated with valproic acid: Immunohistochemical study of Sonic heligehadglorphol., 34(3)1044-1050, 2016.

SUMMARY : Sonic hedgehog (SHH) is an essential morphogen for the development of neural tube, members and somites.
Variations in expression can cause abnormalities in the nervous system. This will produce teratogens, such as valpréig acid (VP
which increases the reactive oxygen species and can be counteracted with the administration of vitamin E (VE). We seunginteto det
the expression of SHH in the neural tube and spinal cord in mice embryos and fetuses exposed to VPA, VPA + VE and \tkdyror the s
we used 8 groups of female middys musculus At day 8 post-coitus (p.c.) the groups were administered as follows: groups 1 and
5, 0.3ml saline; groups 2 and 6, VPA 600 mg/kg; groups 3 and 7, VPA 600 mg / kg + VE 200 IU/kg; groups 4 and 8, VE 200 IU/kg, al
treatments were given orally. On thé"1@ay p.c., groups 1, 2, 3 and 4 were euthanized and the remaining groups at day 17. They were
fixed in Bouin solution and included in paraplast; thoracic cross sections were performed, anti-SHH polyclonal antibo@yu&anta
H-160, rabbit) dilution 1:100 was used. We described morphology of the positively labeled samples and measured integrated optic
density and percentage of immunoreactive area. SHH expression was immunopositive in notochord and floor plate of theineural tube
embryos only 12 day p.c. In the groups treated with VPA + VE and VE immunohistochemistry showed greater intensity an@ percentag
of immunoreactive area compared to those in the group treated with ¥®AQ01) in the floor plate, being similar to the control group.

In the notochord, immunoreaction intensity was similar to that shown in the floor plate, with significant differesic@8@p), but the
percentage of area showed no differences. The groups at day 17 of gestation were negative for the expression of SHHSVE regulat
expression of SHH in neural tube, thus attenuating the effects of VPA.

KEY WORDS: Sonic hedgehog; Valproic acid; Vitamin E; Morphogen; Neural tube.
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