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Antecedentes: El establecimiento de un sistema nervioso funcional depende de la adecuada
diferenciacion celular en espacio y tiempo, asi como de la formacidn de sinapsis neuronales
que, a su vez, conforman circuitos a los que pueden atribuirse funciones especificas (1). Los
factores de transcripcidn (FT) juegan un importante papel en la determinacién de linajes
celulares. Entre ellos, Ebf2 se expresa durante de la diferenciacién neuronal del sistema
nervioso central murino (2) y se ha observado que en su ausencia existen errores en la
migracién de neuronas productoras de hormona liberadora de gonadotropina (3), de las
proyecciones de neuronas olfatorias (4), del desarrollo de neuronas cerebelares (5) y en el
establecimiento del circuito orexinérgico (6). Nuestro laboratorio ha identificado patrones
conductuales anormales en la nocicepcidn y el procesamiento de senales de recompensa en
ratones deficientes de Ebf2, lo cual es necesario correlacionar con posibles cambios en el
conectoma estructural de las neuronas que expresan dicho FT. Sin embargo, los métodos
estandar para el estudio de los conectomas, como la resonancia magnética nuclear y la
tomografia confocal de dos fotones, se encuentran fuera de alcance para muchos
laboratorios en el mundo, dado el costo de acceso a estas técnicas. Por esta razon,
planteamos generar una alternativa viable para reconstruir el conectoma estructural de las
poblaciones neuronales que expresan un marcador especifico.

Objetivo: Determinar el conectoma estructural de neuronas que expresan Ebf2 a partir de
imagenes de fluorescencia obtenidas a partir de cortes histoldgicos de cerebros de ratones
modificados genéticamente.

Metodos: Se utilizaron ratones transgénicos de 10 dias postpartum que expresan el
marcador fluorescente tau-GFP (TGFP) bajo el control del promotor de Ebf2 (7). Como grupo
control, se utilizaron individuos hemicigotos (Ebf2"™°"), ya que no muestran diferencias
conductuales al compararse con individuos WT (Ebf2**), y se compararon con individuos
homocigotos KO para Ebf2 (Ebf*f™®"") como grupo experimental. Los cerebros (n=3 por
grupo) fueron extraidos mediante microcirugia post-fijacion por perfusion intracardiaca,
criopreservados en solucién de sacarosa al 20% en PBS y posteriormente seccionados con un
criostato de manera coronal, sagital y horizontal a un grosor de 50 um. Se realizd tincién de
inmunofluorescencia empleando anticuerpos primarios cabra anti-GFP y anticuerpos
secundarios de pollo anti-cabra acoplados a Alexa 647 (Ex= 647 nm, Em= 665 nm), asi como
4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para marcar los nucleos de los somas neuronales. Las
imagenes fueron capturadas en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Imager Z1 bajo



un objetivo de inmersion en glicerol de 25X. La captura y procesamiento inicial de
imagenes, stitching y ajuste de histograma, se realizé mediante el software Zeiss Zen Pro v..
Posteriormente, las imagenes fueron alineadas de manera semi-automatica empleando el
plug-in StakReg (8) en Fiji Imagel)2 y corregidas manualmente. Para recuperar cortes entre
tejidos y aumentar la resolucidon del modelo tridimensional, se utilizd el modelo entrenado
FILM (9), el cual generd 3 imdagenes entre cada corte. Se disend un segmentador de fibras
neuronales empleado el cdlculo de la matriz Hessiana, el cual fue usado tomando como
entrada las imagenes alineadas a 8-bits. Asimismo, los somas neuronales fueron
segmentadas usando CellPose (10), mientras que para el conteo de células totales se utilizé
StarDist (11). Las imagenes segmentadas fueron limpiadas manualmente y apiladas para la
reconstruccion de los modelos tridimensionales mediante la paqueteria Napari (12).

Resultados: FILM tuvo una mean Intersection over Union (meanloU) de 0.8+0.4 al
compararlo con una imagen real entre dos cortes. El segmentador desarrollado tuvo una
meanloU de 0.76£0.12 cuando se evaludé en un dataset con propiedades similares a las
empleadas en el trabajo. Aunque no fue evidente algun error en la decusacién de fibras
somatosensoriales, se observan claros cambios morfoldgicos y de densidades neuronales en
sitios de interés como el nucleo dorsal tegmental (DTG), nucleo parabraquial (PBN), estria
terminal, nucleo principal del trigémino (PRV), nucleo ventral posteromedial, nucleo
interpeduncular (IPN), habénula y estria medular comparando con el control. Los ratones
Ebf27F/T presentan una disminucién significativa de neuronas TGFP+ totales (disminucion
del 64%, t-student de 4x10™), asi como en la disminucién de axones que conforman los
distintos circuitos.

Conclusiones: Fue posible reconstruir en tres dimensiones conectoma estructural de
neuronas de interés a partir de cortes histoldgicos con inmunofluorescencia. La comparacién
de modelos obtenidos para ratones hemicigotos y KO para Ebf2 muestra una disminucion de
la densidad neuronal en el PBN, DTG e IPN del cerebro de ratones homocigotos KO para
Ebf2. Esto se correlaciona con la ingesta exacerbada de alimentos observada en individuos
de este genotipo. Por otra parte, la disminucién de neuronas del PRV y de fibras de la
decusacién trigeminal, se correlacionan con las parestesias observadas en animales KO para
Ebf2.
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