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Resumen

El hipocampo se ubica dentro del I6bulo temporal intermedio del cerebro, forma
parte del sistema limbico y participa activamente en procesos de memoria y
aprendizaje. Dentro de la estructura hipocampal encontramos al giro dentado
(GD), una region en donde ocurre la neurogénesis en etapas tempranas del
desarrollo y se continla durante la etapa adulta, como se ha determinado en
roedores y otros sujetos de experimentacion. La organizacion celular del GD
incluye a la astroglia, identificada por la expresion de la proteina acido gliofibrilar
(GFAP) y por la incorporacion selectiva del fluoréforo sulforodamina B (SRB).
Parte de estas células son de tipo radial y originan tanto astrocitos como
precursores neuronales. La gliogénesis en el raton inicia alrededor del dia
embrionario 18 (E18) y continGa durante la primera semana postnatal. Sin
embargo, la administracion de farmacos como el &cido valproico (VPA) en esta
etapa del desarrollo puede alterar tanto su proliferacién como su diferenciacion,
lo que podria afectar la fisiologia celular del GD. El objetivo del presente estudio
fue investigar el efecto del VPA sobre la frecuencia de los transitorios
espontaneos de calcio y la extension funcional de las ondas de calcio asociadas
a la astroglia. Se utilizaron ratones macho del dia postnatal 2 (P2) que recibieron
5 dosis de VPA (200 mg/Kg) intraperitoneal, cada 12 horas y se monitoreé la
ganancia de peso hasta P10. Los ratones (P9- 11) se sacrificaron, el cerebro se
aisl6 y se obtuvieron rebanadas coronales (250 um) de los grupos control
(inyectado con solucion salina) y VPA para realizar estudios de imagen de
calcio. En el primer disefio experimental se determiné la extension funcional de
la onda de calcio producida por despolarizacion del GD. En el segundo disefio
experimental se determind la frecuencia de oscilaciones de calcio espontaneas
durante una ventana temporal de 300 s. Los resultados mostraron que la
exposicién a VPA redujo la ganancia de peso corporal en un -13 % y la latencia
en el reflejo de enderezamiento se incremento significativamente en un 168 %
a P7y 73 % a P8. La frecuencia de las oscilaciones de calcio espontaneas se
redujo significativamente en un 32% respecto al grupo control, no obstante, este
efecto desaparecio en presencia de lidocaina. La extension de la onda de calcio
no se modificd significativamente con lidocaina, y tampoco se observaron
diferencias entre los grupos control y VPA. No obstante, el transitorio de calcio

promedio disminuyd y el numero de células reclutadas aumentd
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significativamente (-13.5 % y 155 %, respectivamente) en el grupo VPA con
respecto al control. Con base en estos resultados se concluye que el VPA
disminuye la frecuencia de los transitorios espontaneos de calcio, al mismo
tiempo que disminuye la excitabilidad glial en el desarrollo postnatal temprano
del giro dentado.

Abstract
The hippocampus is located inside the intermediate temporal lobe of the brain,

it is part of the limbic system and is an active element in the processes of learning
and memory. The dentate gyrus (DG) is a neurogenic niche in the hippocampus,
not only at early stages of the development but also at adult stage. The cellular
organization of DG includes astroglia, identified for its expression of glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and for the incorporation of the fluorophore
sulforhodamine B (SRB). Astroglia include radial glia, a specialized type that
originates astrocytes and neuronal precursors. Gliogenesis in mice starts around
embryony day 18 (E18) and continues during the first postnatal week. However,
the administration of valproic acid (VPA) can alter proliferation and differentiation
of astroglia at early developmental stages, this could alter the normal cellular
physiology of the DG. The aim of this study was to test the effect of VPA on
spontaneous calcium transients and evoked calcium waves associated to
astroglia. Male mice from postnatal day 2 (P2) received 5 intraperitoneal doses
of VPA (200 mg / kg), each 12 hours. Weight gain was monitored daily from P2
to P10. Mice were sacrificed, their brain isolated and coronal slices (250 pum)
from the control and VPA groups to perform calcium imaging studies. In the first
experimental design depolarization of DG (200 pA, 10Hz, 2s) evoked a calcium
wave and the functional extension was measured. In the second experimental
design, the frequency of spontaneous calcium transients was estimated. Our
results showed that VPA reduced the body weight gain in a -13 % and the latency
of righting reflex was significantly increased (168 % at P7; 73 % at P8). The
frequency of spontaneous calcium transients was significantly reduced (-32 %)
in the VPA group when compared to the control. Nevertheless, this effect
disappeared in presence of lidocaine suggesting a neuronal component. On the
other hand, the calcium wave extension was not affected by VPA, but the mean

calcium transient amplitude diminished, and the number of recruited cells were
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increased significantly (-13.5 % y 155 %, respectively) in a ratio of 100 um from
the stimulation point. Based on these results we concluded that VPA reduces the
frequency of spontaneous calcium transients while diminishes the glial

excitability in the early development of the dentate gyrus.
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Introduccién / Antecedentes

Estructura y desarrollo del Hipocampo y Giro Dentado
El hipocampo es una region del sistema nervioso central (SNC), que forma parte

del sistema limbico y la formacion hipocampal, la cual incluye el giro dentado,
hipocampo, subiculum y parasubiculum, asi como la corteza entorrinal. El
hipocampo es una estructura laminada dividida principalmente en el cornu
ammonis (CA), integrada por las capas CAl, CA2 y CA3, compuestas
principalmente por interneuronas y una capa de células piramidales (Khalaf &
Francis, 2013) y el giro dentado (GD). Esta estructura cumple con una variedad
de funciones entre ellas su participacion en procesos de memoria y aprendizaje
(Robert et al., 2018).

Vista media

Regiones internas del hipocampo

Fimbria

CA3 CA2
CA4
Seccién frontal L. - CA1
A 13 Giro dentado
f/ /  Prosubiculum
Hipocampo —— ol " \ 2
Y ’ \ Prasubiculum _
) ¥ . Giro para-
N hipocampal
\

"‘\\ Parasubiculim
.~ .

Figura 1. Localizacién de la formacion hipocampal y anatomia de hipocampo, modificado de
www.ec-europe.com/es/ilustracion-medica/psiquiatria

El giro dentado igualmente tiene una estructura laminada, conformada por la
capa molecular externa, la capa de células granulares y la capa celular
polimdrfica profunda o hilus (Figura 2) (Xu et al., 2014; Watson, Paxinos &
Puelles, 2012), ademas de la zona subgranular, que es de gran interés para la
neurociencia debido a sus caracteristicas neurogénicas. La zona subgranular
(ubicada en el limite de la capa celular granular y el hilus), contiene células
progenitoras del tejido neural, en la cual se ha mostrado el establecimiento,
diferenciacion y migracion de precursores celulares de neuronas y células gliales

(Figura 3). Las ceélulas diferenciadas y maduras posteriormente pueden

13


http://www.ec-europe.com/es/ilustracion-medica/psiquiatria

integrarse al circuito hipocampal renovando y refinando los circuitos de acuerdo
a las condiciones del medio en las cuales se desarrolle la neurogénesis (Drew,
et al., 2013).

b .
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Figura 2. Representacion de la estructura laminar del hipocampo. En el giro dentado (GD) se
ilustra la distribucibn compacta de las células granulares y sus proyecciones en la capa
molecular, ademas de otros tipos celulares encontrados en la zona sub granular (SGZ): células
madre, neuroblastos y neuronas inmaduras (tomada de Vesconi et al., 2006)
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L
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Figura 3. Organizacion celular del giro dentado (GD). El GD se organiza en cuatro capas: 1) La
capa molecular que comprende somas de pequefias interneuronas y proyecciones dendriticas
de las neuronas granaulares. 2) La capa granular que incluye somas de las neuronas granulares
y astrocitos de tipo arbusto. 3) La Zona Subgranular que incluye somas de las interneuronas
positivas a parvalbumina, precusores neuronales silentes y activos, astrocitos horizontales, tipo
llay lIb, astrocitos del hilus e interneuronas (tomado de Urban & Guillemot, 2014)

El desarrollo del hipocampo comienza alrededor del dia embrionario 8 (E8) con
el desarrollo del dobladillo cortical (cortical Hem) y las células Cajal — Retzius,

cuya expresion de morfégenos y moléculas sefializadoras (Wnt, Bmp) inician y
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dirigen el desarrollo y establecimiento del hipocampo (Khalaf & Francis, 2013).
El giro dentado se forma predominantemente en etapas tardias de la
embriogénesis y finaliza alrededor de la segunda semana postnatal,
comenzando con el establecimiento de las fibras de la glia radial, seguido de la
migracion de los precursores y el desarrollo y diferenciacion de las matrices
primaria, secundaria y terciaria, la proliferacion de las células granulares y
finalizando con la gliogénesis tardia que involucra la diferenciacion y maduracion
de los astrocitos (Khalaf & Francis, 2013). En el ratén el desarrollo del GD
comienza alrededor de E10 como una proliferacion de las células
neuroepiteliales de la zona ventricular con un pequeiio pliegue de la pared medial
del ventriculo lateral denominado como la “muesca” dentada, a partir de esta
estructura las células Cajal — Retzius dirigen y favorecen el anclaje de los pies
terminales de la glia radial a la membrana basal que desempefian la funcion de
andamios para el trafico y la migracién celular. La glia radial desempefia un papel
fundamental en el desarrollo de esta estructura, ya que es capaz de funcionar
como célula precursora y como andamio que dirige la migracion neuronal,
principalmente en conjunto con la glicoproteina relina, en cuya ausencia la glia
radial cambia su morfologia y se convierte prematuramente en astrocito. Se ha
observado que la inhibiciébn de la secrecion de reelina en el mutante reeler
promueve la maduracion temprana de la glia radial a astrocitos lo cual interfiere
con la corriente migratoria celular y altera el establecimiento de las células

granulares en su estrato correspondiente (Barry et al., 2008).

Estos datos sugieren que aungue en el GD la migracién inicial de los precursores
neuronales desde la zona ventricular que formaran la capa granular primordial y
el primordio dentado han concluido, otros procesos dependientes de la actividad
de las células gliales como la migracion y establecimiento de precursores
neuronales que formaran la capa celular granular madura y la zona subgranular,
contintan durante las primeras etapas del desarrollo postnatal (Khalaf & Francis,
2013; Li & Pleasure, 2005).
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Astroglia
Las células gliales constituyen mas del 50% de las células nerviosas del cerebro

humano (Kandel et al., 2000; Ota, 2013). Aqui se agrupan la microglia y la
macroglia, la primera de origen mesodérmico y la segunda de origen
ectodérmico. Esta Ultima incluye a la glia NG2, oligodendroglia y la astroglia,
siendo la astroglia el grupo predominante, mas diverso y del cual los astrocitos
son un subgrupo particular (Araque et al., 1999; Stipursky et al., 2011; Theodosis
et al., 2008).

Los astrocitos cumplen diversas funciones que incluyen el suplemento de
energia, control vascular, remocion de excedentes de neurotransmisores y
metabolitos toxicos como las especies reactivas de oxigeno (ERO), por
mencionar algunas (Freeman & Rowitch, 2013; Verhkratsky, 2012). No obstante,
se pensaba que no participaban directamente en el procesamiento de
informacion en el cerebro debido a que son consideradas como células
eléctricamente no excitables, por no generar potenciales de accién como las
neuronas, sin embargo, se ha propuesto que la excitabilidad de los astrocitos
tiene como sustrato las oscilaciones transitorias de calcio intracelular que
pueden ocurrir de manera espontanea o en respuesta a la actividad neuronal.
En ambos casos esta respuesta puede propagarse a células gliales vecinas ya
sea mediante proteinas de membrana que forman canales intercelulares
comunicantes, mejor conocidas como conexinas, 0 a través de la liberacion de
ATP intracelular y su acoplamiento a los receptores purinérgicos de su
membrana produciendo una “onda de calcio” o respuesta del sincitio astroglial,
gue revela en cierta medida la extension y conexion funcional de la red glial
(Dallerac et al., 2013; Gucek et al., 2012; Parri et al., 2001; Verkhratsky, 2012,
Zorec et al., 2012). Ademas de ello exhiben propiedades biofisicas y eléctricas
anicas, un potencial de membrana hiperpolarizado de -80 mV debido a la alta
densidad de canales de potasio dependientes de voltaje, baja resistencia de
entrada (4- 20 MQ) y capacitancia (10- 25 pF), son sensibles a la actividad
neuronal y capaces de modular la neurotransmision por medio de la
gliotransmision (Araque et al., 2014; Covelo & Araque, 2018; Dallérac et al.,
2013; Oliet et al., 2004; Verkhratsky, 2006). Finalmente es importante mencionar

gue se puede estudiar facilmente el papel de estas células en distintos procesos
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bioldgicos a través de la expresion de proteinas marcadoras especificas como
vimentina, nestina y GFAP (Nicola, Favel & Kempermann, 2015; Nolte et al.,
2001), asi como a través del marcaje selectivo con la molécula sulforodamina
(101, B, G). (Appaix et al., 2012; Kafitz et al., 2007; Nimmerjahn, Kirchhoff, Kerr
& Helmchen, 2004; Schnell et al., 2012; Verant, Serduc, Vial & Van der Sanden,
2008).

Por ejemplo, los astrocitos de la region hippocampal CAl responden
selectivamente a las aferencias del alveus y las colaterales de Schaffer, mas aun
son capaces de integrar la informacion de ambas vias (Perea & Araque 2005). A
su vez, la excitabiliad astrocitica produce la liberacién de gliotransmisores que
modulan la actividad neuronal (Perea & Araque, 2005; Perea, Sur & Araque,
2014; Verkhratsky et al., 2006; Zorec et al., 2012). Inclusive, se ha mostrado que
la activacion de los astrocitos del hipocampo in vivo, pueden estar involucrados
en el proceso de potenciaciéon neuronal y el mejoramiento de la memoria.
Adamsky et al., (2018) mostraron que la activacion del receptor acoplado a
proteina G (hM3Dq) en los astrocitos mediante la aplicacién de clozapina N-oxido
(CNO, por sus siglas en inglés), generaba el aumento en la sefializacion de calcio
de los astrocitos y era suficiente para inducir un aumento en la frecuencia y
amplitud de los EPSC de las colaterales de Schaffer, esto al parecer a través de
la liberacion de D-serina y su efecto sobre la actividad de los receptores NMDA.
Este proceso se tradujo como una mejora en el proceso de adquisicion de la
memoria en los animales en las pruebas de laberinto en T y condicionamiento

aversivo.

Interacciones neurona- glia
Existe evidencia experimental de que las interacciones neurona - astroglia

desempefan un papel importante en eventos del desarrollo temprano del
cerebro. Por ejemplo, estas interacciones modulan la regulacién de la migracién
y diferenciacion de progenitores neurales o neuronas en el cerebro en desarrollo
a traves de las oscilaciones de calcio transitorias de los astrocitos mediadas por
IP3, independientes de la actividad neuronal y coincidentes con el pico de

proliferacion neuronal en el talamo ventrobasal (Parri & Crunelli, 2002;
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Weissman et al., 2004). Otro ejemplo es la regulacién del crecimiento de las
neuritas y el cono axénico de las neuronas adyacentes a través de la expresion
de proteinas de la matriz extracelular como N- Cadherina, dependiente de las
oscilaciones transitorias de calcio astrociticas mediadas por IP3 (Kanemaru et al.,
2007), la estimulacién de la motilidad y migracion de las interneuronas durante
el desarrollo o la potenciacion de la transmision sinaptica (Parri & Crunelli, 2002;
Uhlén et al., 2014). La modulacién de estos procesos se logra a través de
diferentes mecanismos de sefalizacion, entre los cuales destacan la actividad
oscilatoria de calcio espontanea de los astrocitos, la liberacion de sefiales
difusibles como ATP, glutamato o GABA y la expresion de moléculas de
adhesion celular como la cadherina (Kanemaru et al., 2007; Parri & Crunelli,
2002; Stipursky, 2011; Uhlén et al.,, 2015; Weissman et al.,, 2004). La
investigacion de las interacciones glio - neuronales mediante modelos animales
genéticos o farmacoldgicos ha mostrado que la alteracion de esta comunicacion
puede modificar la modulacién de la actividad sindptica y percibirse como parte
de cuadros anormales conductuales e incluso patoldgicos del sistema nervioso
o del organismo completo. Un ejemplo de ello pueden ser los modelos
farmacoldgicos de autismo inducido por exposicion al acido valproico (VPA), en
periodos criticos del desarrollo y a través de un mecanismo epigenético mediado
por la inhibicion de la desacetilacién de histonas (Gurvich et al., 2004; Lee et al.,
2015), lo que produce una expresion génica alterada. Esto puede afectar la
proliferacion de precursores gliales y neuronales, el arreglo normal de los
circuitos sinapticos se modifica y esto resulta en un desbalance sinaptico de la
excitacion / inhibicion de proteinas relacionadas con las sinapsis excitadoras e
inhibidoras, en especifico neuroligina 1, el transportador de aminoacidos
excitadores (EAAT), el transportador vesicular de GABA (VGAT) y el marcador
de post- sinapsis excitadoras PSD 95 (Wang et al.,, 2012). En este sentido
Kumamaru y colaboradores (2014), mostraron que el VPA a través de su
mecanismo como inhibidor de las desacetilasas de histonas redujo la expresion
de VGAT y las sinapsis relacionadas a ella, generando a su vez la supresion del
crecimiento axonal de las neuronas inhibidoras, de igual manera, Wang y
colaboradores (2012), mostraron que la aplicacion de VPA en cultivos neuro-
gliales modifica la expresion de proteinas sinapticas como VGAT, PSD 95, EAAT
y neuroligina 1. En el caso especifico del giro dentado, se conoce poco acerca
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de los efectos fisiologicos que tiene la exposicion al VPA; algunos estudios
realizados con el modelo de exposicion prenatal sugieren que la exposicion a
este farmaco promueve una mayor proliferacién celular en la zona sub granular
y granular del GD, asi como una mayor transcripcién de genes relacionados con
interneuronas gabaérgicas (Edalatmanesh et al., 2013; Hou et al., 2018; Kinjo et
al.,2019; Watanabe et al., 2017). Por otra parte, en lo que respecta al
componente glial del giro dentado, se ha observado una mayor proliferacion de
astrocitos y microglia en la capa molecular e hilus, especialmente en etapas
tempranas del desarrollo (Kazlauskas et al., 2016; Bronzuoli et al.,2018). Estos
antecedentes, ubicados en un contexto temporal del desarrollo del GD en el que
se estan llevando a cabo procesos de migraciéon, diferenciacién celular y
sinaptogénesis, podrian sugerir que la exposicibn a VPA podria afectar el
desarrollo y funcionamiento de los circuitos sinapticos y la organizacion celular
de esta estructura (incluyendo las poblaciones celulares de la zona subgranular)
a través de la proliferacion alterada de precursores gliales y neuronales,
resultando en una posible disfuncion del circuito hipocampal y neurogénesis
adulta alterada. Este tipo de modelos y aproximaciones experimentales estan
aportando nueva evidencia acerca de las interacciones glio — neuronales en el

desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso.

VPA y modelos murinos

El &cido valproico (VPA) cuyo nombre formal es acido 2- propilpentandico, es un
acido graso de cadena ligera ramificada de ocho carbonos, poco liposoluble y
altamente ionizable a pH fisiologico (Léscher, 1999). Es un anticonvulsivo de
amplio espectro utilizado como agente terapéutico en el tratamiento de crisis
convulsivas, cefaleas, migrafia y algunos trastornos del estado de animo. Uno
de los principales problemas de su uso, son sus efectos teratogénicos y por tanto
alteraciones en el neurodesarrollo cuando se produce una exposicion prenatal
(Deshmukh et al., 2016; Lopez- Hernandez et al., 2005, Fujimura et al., 2017). El
tratamiento con VPA en personas jovenes y adultos tiene muy pocos efectos
negativos o toxicos, sin embargo, el tratamiento de mujeres embarazadas afecta

el desarrollo normal del feto con muy alto riesgo de generar dafio hepatico y
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alteraciones en el desarrollo normal del sistema nervioso central (SNC). Esto se
debe al poco desarrollo de las enzimas involucradas en el metabolismo del
farmaco (Glucuroniltransferasa, Citocromo P450) y la muy baja capacidad de

eliminacion en fetos y nifios (Loscher, 1999, Lloyd, 2013).

La exposicion prenatal y postnatal al VPA en modelos murinos reproduce
conductas asociadas al trastorno del espectro autista en humanos. Algunas de
ellas son déficits de interaccion social, dificultad en el reconocimiento de objetos,
hiperactividad, conductas repetitivas, efectos sobre el desarrollo de la motricidad
y otros pardmetros del desarrollo como la ganancia de peso corporal y la
discriminacion olfatoria, los cuales, parecen tener variacion con respecto a las
condiciones experimentales (edad de los animales, concentraciones de farmaco
administradas, exposicion pre o postnatal, etcétera) (Favre et al.,, 2013;
Kazlauskas et al., 2016; Schneider & Przewlocki, 2005; Wagner et al., 2006).
Ademas de esto, se han observado anomalias celulares en el SNC
caracteristicas de dicho padecimiento como la disminucion de la densidad de
células de Purkinje, alteracion en la densidad celular de ciertas areas cerebrales
y del volumen cerebral (Crawley, 2007; Deshmukh et al., 2016; Fujimura et al.,
2017; Mony et al., 2016; Wagner et al., 2006). La baja liposolubilidad y alto grado
de ionizacion tiene como resultado que solo una pequefia parte del VPA pueda
distribuirse de la sangre a los tejidos por difusion pasiva y pueda unirse a las
proteinas plasmaticas. Sin embargo, ocurre el caso contrario en su entrada al
cerebro y al liquido cefalorraquideo ya que ésta sucede rapidamente, siendo una
posible explicacion su transporte por el transportador sensible a probenecid o
polipéptido transportador de acidos organicos (OATP 1 y 3), en la barrera

hematoencefalica (Loscher, 1999).

Se han propuesto diferentes mecanismos de accion a través de los cuales el
VPA pueda ejercer su accion anticonvulsiva, pero también para explicar sus
efectos teratogénicos y toxicos en el desarrollo del SNC. Los mecanismos de
accién anticonvulsiva que produce la administracion de VPA abarcan diversos
blancos moleculares que incluyen canales idnicos, receptores y enzimas
involucradas en la neurotransmision, proteinas de adhesion, andamiaje sinaptico
y proteinas relacionadas con la regulacion de la expresion de genes como las

desacetilasas de histonas H3 y H4, entre otros (L6scher, 1999, Lee et al., 2016;
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Wang et al., 2012). Uno de los principales mecanismos de accion del VPA es la
inhibicion de la desacetilacion de histonas (Lee et al., 2016). Este efecto
epigenético produce la relajacion de la cromatina y una transcripcion de genes
elevada, promoviendo la proliferacion de poblaciones neuronales y gliales,
alteracién en la sintesis de proteinas relacionadas al citoesqueleto, receptores y
canales ionicos, reguladores transcripcionales y epigenéticos, entre otros
(Hulbert et al., 2016), los cuales participan en la replicacion de fenotipos que
asemejan las conductas caracteristicas del autismo en humanos. Algunos de los
genes implicados en la expresion de fenotipos similares al autismo en modelos
animales son Mecp2 (metilacién del DNA y remodelado de la cromatina), Cntnap
(molécula de adhesion celular presinaptica), Fmrl (hipermetilacion vy
silenciamiento de genes), TSC1, TSC2 (regulacion del control del ciclo celular),
Pten (regulacion del control del ciclo celular), Shank (proteinas de andamiaje en
la densidad postsinaptica), neurexinas y neuroliginas (moléculas de adhesion
presinaptica y postsinaptica) (Ergaz et al., 2016; Ito et al., 2017; Hulbert et al.,
2016; Schroeder et al., 2016, Verghese et al., 2017). De estos genes
mencionados, se sabe que Mecp2 y neuroliginas son afectados por la exposicién
a VPA y que causan defectos morfologicos en células granulares,
establecimiento de espinas dendriticas y el adecuado establecimiento y
maduracion de sinapsis (Kolozsi et al., 2009, Verghese et al., 2017). Tales tipos
de alteraciones en periodos criticos prenatales y postnatales alteran la
trayectoria del desarrollo y pueden conferir vulnerabilidad a una variedad de
desérdenes en etapas posteriores. Los modelos animales de exposicion a VPA
pueden ayudar a comprender mejor la neurobiologia de la patologia (Mony et al.,
2016; Lee et al., 2016) y permiten la exploracion de otros mecanismos biolégicos
y componentes celulares que podrian participar en el desarrollo de la patologia
y tener consecuencias en el funcionamiento y desarrollo del SNC (Tabla 1), tal

es el caso de la fisiologia de las células gliales.
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TABLA 1. Blancos moleculares del VPA observados en modelos animales de autismo

inducido por exposicion al VPA.

Blanco molecular

Funcién

Efecto del VPA

Ciclina D1, cinasa
dependiente de ciclina 2
y cinasa dependiente de

ciclina 4

Control del ciclo
celular, transicion de
lafase Gl afase S

Aumento en la cantidad de las proteinas
y enzimas reguladoras

(Fujimura et al., 2017)

Desacetilasas de
histonas (HDAC'’s)

Regulacion de la
transcripcion del ADN

Inhibicion de las HDAC's e
hiperacetilacion del core de histonas H3
y H4

(Gurvich et al., 2004, Fukuchi et al., 2009)

MRNA de GAD 67

(GAD 67) enzima
implicada en la
sintesis de GABA

Disminucion de los niveles del RNA
mensajero y de la cantidad de células
GAD67+

(Fukuchi et al., 2009)

Exones | — IX de BNDF

Factor tréfico
neuronal y
participante de la
transmision sinaptica
excitadora

Aumento de los niveles de expresion del
MRNA de BNDF

(Fukuchi et al., 2009)

NLGNS3 (neuroligina 3)

Proteina de adhesion
celular postsinaptica

Disminucién de los niveles de mRNA de
neuroligina 3 en hipocampo

(Kolozsi et al.,2009)

MECP2 (Methyl CpG
binding protein 2)

Proteina involucrada

en la metilacion del

DNA y remodelacion
de la cromatina

Disminucién de la expresion de la
proteina

(Kim et al., 2016)

SHANK 2y 3

Proteinas de
andamiaje en la
densidad
postsinaptica

Disminucioén de la expresion del mRNA

(Kawanai et al., 2016)

Transitorios espontaneos y ondas de calcio como mecanismo de
comunicacion intercelular de las células gliales
El calcio es un elemento quimico de gran relevancia, ya que desempefia papeles

preponderantes en diversos procesos biologicos que van desde ser cofactores
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enzimaticos, segundos mensajeros en rutas de sefializacion celular, contraccién
muscular, regulador del ciclo celular y en la neurotransmision, entre otros (Pinto
et al., 2016). Dentro de esta diversidad de procesos biolégicos mediados por
calcio estdn los cambios transitorios en su concentracion intracelular y su
difusion, lo que constituye la base de la comunicacion intercelular y la
“excitabilidad” glial (Zorec et al., 2012). La sefalizacion de calcio glial se produce
ante un estimulo despolarizante que resulta en un incremento en la
concentracion intracelular de calcio (Verkhratsky et al., 2012). La sefalizacion de
calcio involucra la participacion de tres compartimentos celulares principales: el
citoplasma, el reticulo endoplasmico y la mitocondria, asi como de canales de
calcio dependientes de voltaje, los canales-receptores de potencial transitorio
(TRPC, por sus siglas en inglés), receptores ionotropicos permeables a calcio,
receptores a IPs, receptores a rianodina y el intercambiador sodio-calcio (NCX),
entre otros (Parri & Crunelli, 2002; Skupin et al., 2008; Verkhratsky, Rodriguez &
Parpura, 2012, Zorec et al., 2012).

La comunicacién glial, a través de estos incrementos transitorios de calcio se
divide en dos mecanismos principales: 1) las oscilaciones transitorias
espontaneas y / o intrinsecas que ocurren en una célula y 2) las ondas de calcio,
aqui el transitorio de calcio se propaga a células vecinas. Las oscilaciones
espontaneas se caracterizan por tener una duracion de segundos, tener
diferentes patrones de duracién, frecuencia y amplitud y generalmente estan
correlacionados con la actividad neuronal, ocurren tanto en cultivos gliales como
en rebanadas cerebrales (in situ) o en el cerebro (in vivo) y su mecanismo de
accion se basa en la participacion de los receptores a IP3, rianodina y a
neurotransmisores, destacando el caso de los receptores purinérgicos
(Kanemaru, Okubo, Hirose& Lino, 2007; Nett, Oloff & McCarthy, 2017; Shipke &
Kettenmann, 2004; Wang et al., 2006). Por su parte las ondas de calcio son
sefales intercelulares cuya caracteristica es la participacion sincronizada del
sincitio astroglial, no sélo los cambios transitorios de células individuales pueden
producirse de manera espontanea o por estimulacion mecanica o eléctrica. Estas
respuestas gliales estan correlacionadas con la sincronizacion de la actividad
neuronal, la regulacion del ciclo celular, la expresién de genes, la proliferacién y

la diferenciacion celular (Pinto et al., 2016; Rabellato et al., 2013; Toth et al.,
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2016). La comunicacioén glial involucra la participacién de las conexinas que son
proteinas de membrana que forman uniones comunicantes entre las células,
mejor conocidas como gap junctions y la participacion de los receptores
purinérgicos, en donde al parecer, las uniones comunicantes funcionan como
iniciadores de la sefalizacion intercelular entre las células proximales y la
sefalizacion por ATP es responsable de la propagacion de esta sefial a larga
distancia (Fuji, Meakawa & Morita, 2017; Weissman et al., 2004).

Diversos estudios resaltan la importancia de esta comunicacion intercelular
basada en las oscilaciones transitorias de calcio en etapas tempranas del
desarrollo del SNC, por ejemplo, Komuro y Kumada (2005), reportaron que la
frecuencia de los transitorios espontaneos de calcio correlaciona positivamente
con la tasa de migracion en las células granulares del cerebelo de ratones
neonatos. Asimismo, se sugiere que los cambios en la velocidad de migracion
observados en los limites de las capas celulares es resultado de la interaccién
con sefales extracelulares (por ejemplo, neurotransmisores), que ayudan a
dirigir y completar la migracion de las células granulares hacia su destino final
(Komuro & Kumada, 2005). Otro ejemplo es el estudio de Kanemaru y
colaboradores (2007), quienes reportaron que existe una relacion entre la
sefializacion de calcio astrocitica, la expresion de N- Cadherina y el crecimiento
de las neuritas de las neuronas en el hipocampo. Esto al observar que el contacto
con astrocitos deficientes en su sefializacion de calcio (a través de la actividad
de los receptores a IP3 en el raton R343-A 5ppase) y con baja expresion de la
proteina de matriz extracelular N- cadherina disminuia la longitud de las neuritas,
la velocidad de crecimiento del cono axdnico generaba patrones irregulares de
movimiento del cono axonico e incluso retraccion durante su crecimiento. De esta
informacion se puede deducir que la interferencia en los procesos de
sefalizacion de calcio durante el desarrollo podria modificar procesos bioldgicos,
tales como la migracion, proliferacion, diferenciacion celular e incluso
sinaptogénesis (Kanemaru et al., 2007). Por ejemplo, se ha observado que el
uso de drogas inhibidoras de los canales de calcio tipo L, T (store- operated
channels, SOC) durante el desarrollo, generan una disminucion de la
propagacion de sefiales transitorias de calcio en la glia radial y una consecuente

disminucién de la proliferacién celular en zonas neurogénicas (Rabellato et al.,
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2013). En este sentido Weissman y colaboradores (2004), reportaron que la
sefalizacion por ondas de calcio ocurre de manera espontanea y evocada en las
células de la glia radial durante el desarrollo cortical, dicha actividad esta
mediada por ATP y activacion de los receptores purinérgicos P2Y1; ademas, esta
involucrada en la migracion y generacion de neuronas corticales a partir de
precursores celulares no diferenciados procedentes de la zona ventricular. Mas
aun, demostr6 que dicha actividad era dependiente de la fase del ciclo celular en
la que se encontraban las células de la glia radial, siendo méas responsivas
durante la fase Sy coincidiendo con el periodo de mayor proliferacion (E15-E16).
Posteriormente, confirmd que los transitorios de calcio mediados por ATP
regulaban la proliferacion celular con esto, al utilizar antagonistas de receptores
purinérgicos y observando la correspondiente disminucion del marcaje de células
con BrdU (indicador de proliferacion celular). Finalmente, la administracion de
farmacos antiepilépticos (VPA, gabapentina y fenitoina) en etapas criticas del
desarrollo reduce la frecuencia y la amplitud de los eventos transitorios de calcio
en los astrocitos de la corteza somatosensorial primaria de la rata in vivo (Tian
et al., 2005).

Respecto a la actividad de calcio en el giro dentado, es poca la informacion
disponible tanto para neuronas, como para glia; se sugiere que la disminucién
de la actividad de calcio neuronal y glial esta relacionada con una disminucién
en la actividad sinaptica que esta involucrada en procesos como memoria
espacial o reconocimiento de objetos, actividad que es procesada en el giro
dentado. Esta idea tiene sentido, ya que al parecer la actividad de calcio
astrocitica en el giro dentado tiene un componente dirigido por la actividad
neuronal de las sinapsis que estan rodeando y que pertenecen al circuito tri

sinaptico de las células granulares, la via perforante y la corteza entorrinal.

Se ha observado que en el hipocampo (incluyendo el giro dentado) los astrocitos
presentan oscilaciones espontaneas que pueden ser dependientes o
independientes de la actividad neuronal dependiendo de la capa celular a la que
pertenezcan (Haustein et al., 2014; Khakh & Sofroniew, 2017; Nett et al., 2002);
y se pueden clasificar de acuerdo a dos principales tipos de transitorios de calcio
reportados en los astrocitos del hipocampo y el giro dentado, unos de corta

duracion y extension, y otros de larga duracion (Di Castro et al., 2011; Khakh &
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Sofroniew, 2017; Nett et al., 2002). Finalmente, cabe mencionar que el principal
mecanismo que genera estas sefiales de calcio independientes de la actividad
neuronal es principalmente por la unién de ATP a los receptores purinérgicos
(principalmente P2Y1), la generacién de IP3 y su accion sobre los receptores
tipo 1l a IP3 en el reticulo endopldsmico, produciendo la liberacion de calcio de
los depdsitos intracelulares del reticulo endoplasmico (Kanemaru et al., 2007;
Shigetomi et al., 2018; Wang et al., 2006). Mientras que aquellos transitorios
dependientes de la actividad neuronal responden a la actividad neuronal intensa
y la liberacién espontdnea de neurotransmisor de las terminales sinapticas (Di
Castro et al., 2011; Haustein et al., 2014).
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Justificacion

Estudios previos reportaron que la exposicion a VPA (pre y posthatalmente)
generan alteraciones estructurales y funcionales en areas como la corteza, la
amigdala, el cerebelo y el hipocampo, incluyendo el giro dentado (Hulbert et al.,
2016; Komuro y Kumada, 2005; Kanemaru et al., 2007; Lee et al., 2016; Mony et
al., 2016; Wang et al., 2012). Las alteraciones en la sefializacion de calcio de las
células gliales, podria modificar el desarrollo normal de los circuitos sinapticos
del GD. Por ello, en este estudio se evaluard si la administracion postnatal de
VPA modifica la frecuencia de los transitorios espontaneos y ondas de calcio

durante el desarrollo postnatal temprano del GD.

Hipotesis
+ La exposicion a VPA alterara la ganancia de peso corporal y las latencias
del reflejo motor de enderezamiento y de la identificacion del nido.

e La exposicion a VPA reducira la frecuencia de los transitorios de calcio
espontaneos en las células nerviosas del GD

e La extension funcional de la onda de calcio se incrementara por la

exposicion a VPA.
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Objetivo General
Determinar el efecto de la exposicion postnatal al VPA sobre la frecuencia de los

transitorios espontaneos y la extension funcional de las ondas de calcio en el
GD.

Objetivos Particulares
1. Evaluar el desarrollo de los ratones expuestos postnatalmente al VPA en

comparacion con el grupo control en los siguientes parametros:
a) Ganancia de peso corporal y peso cerebral

b) Reflejo de enderezamiento

c) Prueba de identificacion del nido

2. Determinar la efectividad del uso de la sulforodamina B (SRB) como reportero

de las células GFAP* que participan en la onda de calcio en el GD.

3. Investigar el efecto del VPA sobre la extensiéon funcional de la onda de calcio

evocada por despolarizacion del GD.

4. Analizar el efecto del VPA sobre la frecuencia de las oscilaciones de calcio

espontaneas en los astrocitos del GD.
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Metodologia
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las recomendaciones

establecidas en la guia para el uso y cuidado de animales de experimentacion
en el laboratorio (Reglamento interno y manual de organizacion del Comité de
Etica en Investigacion del Instituto de Neurobiologia- UNAM; Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio), aprobado por el Comité de Etica

en Investigacion del Instituto de Neurobiologia- UNAM.

Todos los ratones se mantuvieron en un cuarto estéril con ciclos de luz oscuridad
12/12, a temperatura ambiente y acceso a comida y agua ad libitum. Las ratonas
prefiadas fueron monitoreadas cada dia para detectar el dia de nacimiento de
las crias, el cual se tom6 como el dia postnatal 0 (P0). Al segundo dia postnatal,
las crias fueron sexadas, separadas en grupos e inyectadas con solucion salina
(NaCl al 0.9%) o VPA (200 mg / Kg) por via subcutanea. El peso de los neonatos
se monitored diariamente a partir de P2 a las 11:00 am (+ 30 min) y las pruebas

conductuales se realizaron desde P5 a P9, a las 11:30 am (x 30 min).

Tasa de la ganancia de peso
El peso de los ratones se registré diariamente para estimar la ganancia de peso

de los individuos de ambos grupos experimentales (control y VPA). Se realiz6 un
analisis de regresion lineal simple para cada individuo desde P2 hasta P10, se
promedié el valor de la pendiente y se obtuvo la desviacion estandar para cada
grupo experimental. El resultado de este analisis nos permitié estimar la tasa de

la ganancia de peso.

Prueba de enderezamiento
La prueba de enderezamiento se realiz6 (de P5 hasta P9) con el objetivo de

evitar la alteracion en el desempefio de la prueba por efecto de la inyeccion de
VPA, la cual causa aletargamiento en los animales. La prueba consistio en
colocar a los ratones boca arriba (supino), sujetarlos de las cuatro extremidades
hasta lograr una posicién estable (la parte dorsal en completo contacto con la
superficie) para finalmente, permitir a los animales recuperar la posicion normal
sobre sus cuatro patas. Se midio el tiempo (latencia) para enderezarse en una

ventana de 60 segundos. Este procedimiento se repitio tres veces, con periodos
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intermedios de 5 minutos de descanso entre ensayos, Y el resultado de dichas

repeticiones se promedi6é (DiDonato, 2011) (Figura 4).

Figura 4. Figura representativa de la prueba de reflejo de enderezamiento. En esta figura se
muestra una secuencia temporal en la cual se puede observar como se coloca al animal sobre
su espalda (recuadro izquierdo), como el animal comienza a desempefiar el reflejo de
enderezamiento para recuperar su postura natural (recuadro de en medio) y cuando
finalmente el animal, recupera su postura original con las cuatro patas apoyadas en la
superficie (recuadro derecho)

Prueba de identificacién del nido.

La prueba de reconocimiento del nido se realizé con el objetivo de evaluar el
desempefio sensorio-motriz. La prueba consistio en colocar a la cria a la mitad
de una caja rectangular de acrilico transparente de 32 x 18 cm, en un extremo
de la caja se dispuso aserrin limpio, mientras que en el extremo contrario se
dispuso aserrin del nido de la cria con excretas, papel del nido y una antigiiedad
de al menos dos dias (Favre et al., 2013; Roullet et al., 2010). La latencia de
reconocimiento del nido de cada cria se registré en una ventana de tiempo de 5

minutos. La caja se limpié con alcohol, agua destilada y fue secada antes de

repetir la prueba con otro individuo (Favre et al., 2013) (Figura 5).

Aserrin Aserrin @
limpio del nido

Figura 5. Figura representativa de la prueba de identificacién del nido. En esta figura se
muestra una secuencia temporal en la cual se puede observar cdmo se coloca al animal en el
centro de la caja, con aserrin limpio y aserrin de su nido en los extremos de la caja (recuadro
izquierdo), cuando el animal comienza a olfatear y a recorrer la caja en busca del aserrin del
nido (recuadro de en medio) y cuando finalmente alcanza el aserrin de su nido y se detiene el
crondmetro (recuadro derecho)
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Preparaciéon de rebanadas del hipocampo
Se utilizaron animales de 9 a 11 dias postnatales tanto del grupo control como

del grupo tratado con VPA. Los animales fueron decapitados y su cerebro fue
aislado rapidamente en solucion de fluido cerebro espinal artificial (ACSF, por
sus siglas en inglés) oxigenado con carbdgeno (95 % Oz, 5 % CO2) y ajustado a
pH fisiolégico (7.4) a 4 °C. Se cortd la zona correspondiente a los bulbos
olfatorios en la parte anterior y al cerebelo en la parte posterior, de esta ultima
se fijo el cerebro a la cAmara de soporte de un vibrotomo (LEICA VT-1000S) y
se obtuvieron rebanadas coronales de 250 um de espesor (4 en promedio) que
contenian el GD. Las rebanadas fueron colectadas y mantenidas en ACSF en
oxigenacion por un periodo de 30- 40 minutos previos a la incubacién con el
indicador de calcio Fluo 4-AM (10 uM). La composicion de la soluciéon ACSF (en
mM) fue: 134 NacCl, 2.5 KCI, 2 CaClz, 1.3 MgClz, 26 NaHCO3, 1.25 K2HPO4, 20

glucosa.

Evaluacion de la sulforodamina B como molécula reportera de las células
GFAP* en el GD
La sulforodamina B (SRB) se conoce como un marcador fluorescente que se

incorpora preferencialmente a los astrocitos (Appaix et al. 2012; Hilssman et al.,
2017), por lo que se utiliz6 como reportero de la astroglia en los estudios de
imagen de calcio en el GD. La SRB (100 mg/ Kg) se inyectd intraperitonealmente
4 horas antes del sacrificio de los ratones transgénicos GFAP-EGFP. Estos
ratones expresan la proteina verde fluorescente (GFP) en funcién de la actividad
del promotor de la proteina acidica glial fibrilar (GFAP) (Nolte et al., 2001). Se
utilizaron dos protocolos para realizar dichas estimaciones. Las rebanadas
coronales se obtuvieron de acuerdo al protocolo mencionado anteriormente.
Para la visualizacion de la proteina GFP y la sulforodamina en rojo, utilizamos
microscopia de fluorescencia utilizando los filtros correspondientes, donde se la
muestra fue expuesta a una iluminacion con longitud de onda de 488 nm para su
excitacion y para la visualizacion del canal verde, correspondiente a la seial de
la proteina verde fluorescente (excitacion: 488 nm; emision: 507- 509 nm) y a
565 nm para la visualizacion del canal rojo, correspondiente a la sefial de la SRB
(excitacion: 565 nm; emisiébn: 585 nm) y se tomaron las imagenes
correspondientes en el mismo campo visual. El segundo protocolo fue para los

estudios de imagen de calcio, se siguio el mismo procedimiento, pero con
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ratones de la cepa CD1. Las rebanadas se incubaron con el indicador de calcio
Fluo 4-AM (10 pM) por 30-40 min a 37 °C. Posteriormente, las rebanadas se
transfirieron a la cAmara de registro para los estudios de imagen de calcio, se
utilizé un microscopio vertical (Oympus BX51WI) acoplado a una camara CCD
(PCO.edge 4.2) y un sistema de iluminacién en LEDs (X- CITE, Model XLED- 1).
Las rebanadas se perfundieron permanentemente con ACSF oxigenado, a
temperatura ambiente (20 — 22 °C) a una velocidad de 2 ml/min. La respuesta
celular del GD a la administracion extracelular de ATP (100 uM) fue evaluada,
para ello se capturdé un video de 150 s. Las imagenes se capturaron a una
frecuencia de 1 Hz y el ATP se suministrg, 15 s posterior al inicio del video por
30 s. El analisis y procesamiento de imagenes y videos se realizé en el software
ImageJ (Fiji) y el conteo celular fue realizado en el software CellProfiler (Broad
Institute).

Estudios de Imagen de Calcio
Para el registro de la sefal de calcio, se capturaron 300 imagenes con una

frecuencia de captura de 1 Hz. El Fluo 4 -AM fue excitado a 488 nm y la emision
de la fluorescencia se registré a 518 nm. El video obtenido fue procesado en el
software ImageJ (Fiji), se realiz6 la proyeccion en Z en escala temporal para
detectar las regiones de interés (ROI por sus siglas en inglés) y evaluar su
actividad mediante un cédigo realizado en nuestro grupo de trabajo con el
software Spyder (Phyton). Los cambios en la fluorescencia se determinaron

mediante la formula AF / FO, en donde AF es el cambio de fluorescencia y FO es

la fluorescencia basal (Tada, Takeuchi, Hashizume, Kitamura, Kano, 2014). Para

la obtencidn del area bajo la curva se utilizé la siguiente formula:

£2
diF = f rEFldt
i1
La cual nos indica que se realizé el célculo del cambio de la intensidad de
fluorescencia con respecto a la fluorescencia basal (F / FO), medido como el radio
de la intensidad de fluorescencia durante el tiempo de duracion del experimento
(Seifert et al., 2011).
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Anadlisis de la extensidn de la red funcional de las células gliales
Se coloco cada rebanada directamente en la camara de registro sobre la

plataforma del microscopio, se coloc6 una micropipeta de estimulacion de
borosilicato (~20 um de diametro en la punta, llenada con solucion extracelular y
con una resistencia de 1.2 £ 0.2 MQ) sobre la rebanada, permitiendo un ligero
contacto de ésta con la capa celular superficial. Posteriormente se evoco la onda
de calcio mediante estimulacion eléctrica de campo utilizando un estimulador
(Digitimer Ltd, DS3) controlado y programado por el software PatchMaster a
través de un amplificador (HEKA EPC 10). La estimulacién consistié de 20 pulsos
de 300 pA, en 2 s (10 Hz) de duracion y se aplicé 15 s después de iniciar la
captura del video. La respuesta a este estimulo se registré por los siguientes
135 s (post estimulo). La extension de la red glial evocada por la estimulacién se
estimé midiendo la distancia desde el epicentro del estimulo hasta la célula mas
lejana que respondié con un cambio en su fluorescencia basal posterior a la
despolarizacién evocada (Reyes-Haro et al., 2010). Ademas, con el objetivo de
eliminar la actividad neuronal y conservar Unicamente la respuesta glial, se
realiz6 una serie experimental en presencia de lidocaina (1 mM). Brevemente, la
lidocaina se adicion6 al ACSF y las rebanadas fueron pre-incubadas por 10 min
previo y durante todo el experimento. El video obtenido fue procesado en el
software Imaged (Fiji), se realizd la proyeccion en Z en escala temporal para
detectar las regiones de interés (ROI por sus siglas en inglés) y evaluar su
actividad mediante un script del software Spyder (Phyton). Los cambios en la

fluorescencia fueron determinados mediante la féormula AF / FO antes

mencionada.

Analisis estadistico
La normalidad de los datos se analizé mediante la prueba de Shapiro Wilkins,

posteriormente se realizaron las pruebas de analisis de varianzas (ANOVA) de
unay dos vias, U- Mann-Whitney (datos con distribucidon no normal y Gnicamente
provenientes de dos grupos) o t-student (t-test) (datos con distribucion normal,
provenientes de dos grupos experimentales y n > 30). Los andlisis se realizaron
con el software OriginPro 8 (excepto los analisis de ANOVA de dos vias, los
cuales fueron realizados en Prisma 6). Los datos pertenecientes a cada grupo

experimental se presentan como la media = el error estandar de la media,
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considerando los resultados como estadisticamente significativos a un valor de
p < 0.05.
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RESULTADOS

La exposicidon postnatal temprana a VPA disminuye la ganancia de peso en

los neonatos.

Se utilizaron 23 camadas con un promedio de 11 individuos, de los cuales el 44
% eran machos (rango de 3 a 9) y su peso se monitore6 diariamente desde P2
hasta P10. El peso corporal no cambio6 significativamente durante el tratamiento
con VPA (P2-P4, Tabla 2) (Figura 6A). Sin embargo, el peso corporal disminuyé
significativamente entre P5 a P10, posterior al tratamiento con VPA (Tabla 2)
(Figura 6). Con base en estos resultados se estimo la tasa de ganancia de peso,
la cual mostrd una disminucion significativa en el grupo VPA respecto al control
(Control: 6.48 £0.14 g, n=26 vs VPA: 5.61 + .17 g, n= 26; Two- Way ANOVA Fq,
956) = 164.3, p< 0.001 a P10) (Figura 6A, recuadro).

El VPA aumenta la latencia del reflejo de enderezamiento.

La prueba del reflejo de enderezamiento (P5 - P9) se realiz6é con el objetivo de
evaluar la latencia de este reflejo motor en los grupos control y VPA (Di Donnato,
2011). Los resultados mostraron un incremento significativo durante los dias P7
(169 £ 35 %; Control: 4.3+ 0.6 s, n=21 vs VPA: 9.4 + 1.5 s, n= 27; Mann-Whitney,
U= 162, p=.000253) y P8 (73 + 24.43 %; Control: 2.5 = 0.36 s, n=20 vs VPA:
3.53 £.039 s, n= 28; Mann-Whitney, U= 110.5, p=.0081) (Tabla 3) (Figura 6B).

La exposicion postnatal a VPA no modifica la latencia de reconocimiento

de nido.

La prueba de reconocimiento del nido se llevo a cabo en P8 con el objetivo de
evaluar la capacidad sensoriomotora (Varman et al., 2018). Los resultados
mostraron latencias similares tanto para el grupo control (64 £ 15 s, n=31) como
para el grupo VPA (51 + 9 s, n=27; p= 0.6622).
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Figura 6. Tasa de ganancia de peso corporal y reflejo de enderezamiento. A) Ganancia de peso
corporal. Curso temporal de la ganancia de peso de los ratones del grupo control y VPA. La
linea del grupo control muestra una pendiente mayor comparada con el grupo VPA, con cambios
significativos a partir de P5 hasta P10. La méaxima diferencia se observa en P10 con un 13.5 %
menos con respecto al control. La tasa de ganancia de peso corporal se determiné con base en
la pendiente calculada por un andlisis de regresion lineal. La pendiente del grupo VPA disminuy6
significativamente respecto al control (control: 0.571 + 0.010 vs VPA 0.469 * 0.015, p=
0.0000002). B) Reflejo de enderezamiento. La latencia en el reflejo de enderezamiento,
aumento significativamente en el grupo VPA respecto al control en P7 y P8 (P7, Control: 4.33 +
0.61 s, n=21 vs VPA: 9.48 £ 1.51 s, n= 27 de 12 camadas; Mann-Whitney, U= 162, p= .000253;
P8, Control 2.5 + 0.36 s, n=20; VPA: 4.33+ 0.61 s, n=28 de 12 camadas ; Mann-Whitney, U=
110.5, p=.0081)
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Dia Control peso () VPA peso (g) Valor P
posthatal
2 1.840 1.881 .6765
3 2.313 2.256 .3267
4 2.884 2.661 .9545
5 3.554 3.058 1.2488 E-8
6 4.082 3.498 8.6590 E-9
7 4.635 4.047 1.0911 E-6
8 5.213 4.796 1.2046 E-6
9 5.796 5.163 2.5249 E-5
10 6.480 5.608 6.9759 E-4

Tabla 2. Peso promedio diario de los neonatos de ambos grupos experimentales. En esta
tabla se muestra el valor promedio del peso diario de los animales de cada grupo experimental

y el valor p de la comparacion de ambas mediciones obtenida con la prueba Mann-Whitney

Dia Control latencia (s) VPA latencia (s) Valor P
posthatal

5 15.04 15.81 .264

6 11.82 14.10 .9984

7 3.53 9.48 25311 E-4
8 2.5 4.33 0.00811
9 1.43 2.81 0.06953
10 1 1.33 273

Tabla 3. Latencia de enderezamiento promedio de ambos grupos experimentales. En esta
tabla se muestra la latencia de enderezamiento promedio en cada grupo experimental y el valor

p de la comparacion de las mediciones obtenido con la prueba Two-Way ANOVA

La Sulforodamina B co-localiza con 75% de las células GFAP+

La SRB es preferentemente incorporada por astrocitos (Appaix et al., 2012; Kafitz
et al., 2007; Nimmerjahn, Kirchhoff, Kerr & Helmchen, 2004; Schnell et al., 2012;
Verant, Serduc, Vial & Van der Sanden, 2008). Por ello se realizaron tres series
experimentales. En la primera se investigo si la astroglia incorporaba SRB en el
GD del ratén transgénico GFAP-EGFP. Los resultados mostraron que el 75% +
8 % de las células GFAP-EGFP incorporaron SRB (n= 8 de N= 4) (Figura 7A).
En la segunda serie experimental se determino que el 64.5% + 12 % de las
células que respondieron a la aplicacion extracelular de ATP (100 uM) (n= 7 de
N=7) (Figura 7B) correspondian a células SRB+, lo que sugiere que la respuesta

evaluada es principalmente de naturaleza astroglial. En la tercera serie
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experimental se investigd sobre la identidad de las células reclutadas en la onda
de calcio evocada por despolarizacion del GD. Los resultados mostraron que el
62.1% = 5 % de las células reclutadas en la onda de calcio incorporaron SRB (n=
7 de N=7) (Figura 7C). En conclusion 2/3 de las células que responden al ATP
0 son reclutadas en la onda de calcio corresponden a la astroglia.

74.8

M GFAP-GFP
GFAP-GFP/SRB

ATP/SRB
B ATP

FLUO 4-AM/ SRB

H FLUO 4-AM
/ FLUO 4 AM- SRB

Figura 7. La SRB se incorpora preferentemente en células GFAP+y mas de la mitad de las
células que responden al ATP, o que son reclutadas en la onda de calcio, son SRB+. A) Co
localizacion de células GFAP+ y SRB*. A la izquierda se muestran las células GFAP+ en verde,
mientras en el recuadro central se muestran las células GFAP+ que co- localizan con SRB
(amarillo). La grafica de pastel ilustra el porcentaje de células que co-localizan con ambos
marcadores (74.8 %; n=5; N=4). B) Identificacion funcional de las células SRB+, de izquierda a
derecha se muestran en verde las células que respondieron a la activacion por aplicacion de ATP
(100 uM); en el recuadro central se muestran las células que respondieron a ATP y ademas
incorporaron SRB, (amarillo). La grafica de pastel muestra el porcentaje de células que
responden al ATP e incorporaron SRB (64.5 %). C) Identificacion de las células reclutadas en la
onda de calcio evocada por despolarizacion. De izquierda a derecha: se muestra en verde las
células reclutadas en la onda de calcio evocada por despolarizacién, enseguida se muestran
estas mismas células y se revela la fraccién que incorporé SRB (amarillo); la gréfica de pastel
indica que el 62 % de las células reclutadas en la onda de calcio incorporaron SRB. Barras de
calibracion: 100 um. Las cuatro flechas sirven como referencia de la direccion anatémica de la
estructura analizada siendo D: dorsal, V: ventral, R: rostral y C: caudal



La exposicion postnatal a VPA no modifica la extension funcional de la
onda de calcio pero disminuye la excitabilidad glial.

La extension funcional de la onda de calcio no presenté cambios significativos
entre los grupos control (214.66 + 39.97 um, n=5) y VPA (211.25 + 36.38 um,
n=5; p=0.9025) (Figura 8A, B). Adicionalmente, se investigd la participacion del
componente neuronal sobre la extension de la onda de calcio, para ello se
adicion¢ lidocaina (1 mM) al ACSF. Los resultados mostraron que la extension
de la onda de calcio no se modifico significativamente en presencia de lidocaina
(Control + lidocaina: 211.06 + 31.83 um, n=5; p=0.834) (Figura 8B); lo mismo se
observo en el grupo VPA (VPA + lidocaina: 165.63 + 17.25 um, n=5, p=0.4034)
(Figura 8B). Por otra parte, la velocidad de propagaciéon de la onda de calcio
también fue similar entre ambos grupos experimentales (Control: 10.75 + 4.29
um/s, n=5; VPA: 11.80 + 2.32 um/s, n=5, p= 0.9291), la lidocaina tampoco
modific6 la velocidad de propagacion de la onda en ambos grupos
experimentales (Control: 10.02 + 1.85 um/s, n=5; VPA: 9.49 £+ 2.02 um/s, n=5,
p= 0.6049) (Figura 8B).

Finalmente, con el objetivo de evaluar si la exposicion a VPA puede alterar la
excitabilidad de las células gliales, se calculé el nimero de células reclutadas y
el area bajo la curva de las oscilaciones de calcio generadas por la estimulacién
eléctrica. Mientras que sin lidocaina no se observaron cambios entre ambos
grupos experimentales, en presencia de lidocaina, se observo un aumento del
namero de células reclutadas en un radio de 0 a 50 um (Control: 12 + 2.09
células, n=5vs VPA: 15.6 £ 4.3, n=5 células; Mann- Whitney U=0.5; p = 0.0159)
(Figura 8D, inset) y en el area bajo la curva de los transitorios de calcio en un
radio de 50 a 100 um) (Control: 827.29 + 104.47 AF « s, n= 36 vs VPA: 504.02 +
44.86 AF « s, n= 43; Mann- Whitney U= 981; p = 0.042) (Figura 8D).
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Figura 8. Efecto de la exposicion postnatal al VPA sobre la onda de calcio evocada por
despolarizacion. A) Imagen representativa que muestra la extension promedio de la onda de
calcio en los grupos control y VPA. B) Las graficas muestran que ni la exposicion al VPA, ni la
lidocaina (1 mM) modifican la extension de la onda de calcio (control n= 7; N= 5; VPA n= 5; N=
5; p=0.9025) ni su velocidad (control n=7; N=5; VPA n=5; N=5; p=0.9291). C) No se observaron
diferencias en el nimero de células reclutadas ni en el area bajo la curva de los transitorios de
calcio evocados entre el grupo control y el grupo VPA, sin embargo, en presencia de lidocaina
D) se observé un aumento en el nimero de células reclutadas en un radio de 0 a 50 ym, asi
como una reduccién en el area bajo la curva de los transitorios de calcio en un radio de 50 a 100
pum en el grupo tratado con VPA (Control n= 36 vs VPA n= 43; Mann- Whitney U= 981; p = 0.042).
Barra de calibracién = 50 um

La exposicion al VPA reduce la frecuencia de las oscilaciones
espontaneas de calcio en el giro dentado

La frecuencia promedio de las oscilaciones espontaneas de calcio se redujo 30%
en el grupo VPA respecto al grupo control (Control: 0.0107 £ 0.00069 Hz, n=7
vs VPA: 0.00739 £ 0.00093 Hz, n= 8; Mann- Whitney U=32, p = 0.0303) (Figura
9A-C). En esta misma serie experimental se utilizo lidocaina (1 mM) para eliminar
la actividad neuronal y determinar su efecto sobre la frecuencia de las
oscilaciones espontaneas de calcio. Los resultados mostraron que la frecuencia
se redujo 37% en el grupo control + lidocaina (0.00673 £ 0.00128 Hz, n=5; Mann-
Whitney U= 27, p= 0.0353). En el grupo VPA, la adicion de lidocaina también
redujo significativamente la frecuencia de las oscilaciones de calcio (-32%;
0.00499 + 0.00039 Hz, n=7; Mann- Whitney U= 36, p= 0.0383). No obstante, no
hay diferencias significativas entre los grupos control y VPA en presencia de
lidocaina (p= 0.4167) (Figura 9A-C).
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Figura 9. La frecuencia de los transitorios de calcio espontaneos se reduce en el grupo
VPA. A) Imagen representativa de los transitorios de calcio espontaneos en los grupos control y
VPA. Los recuadros muestran el giro dentado para cada grupo experimental. B) Trazos
representativos que muestran el curso temporal de los transitorios de calcio en los grupos control
y VPA. C) Frecuencia promedio de los grupos control (n= 7, N= 7) y VPA sin lidocaina (n= 8, N=
8; p=0.0303) y en presencia de lidocaina (1mM) (control: n= 6, N=6; VPA: n=7, N=7; p=0.4167).
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Los datos son el promedio + S.E.M. * p<0.05; **p<0.01. Barra de calibracién: 50 um; inset: 100
pm

DISCUSION

Ganancia de peso corporal, prueba de reflejo de enderezamiento y prueba
de reconocimiento del nido

Diversos estudios en modelos murinos expuestos a VPA (pre o posthatalmente)
reportaron que la ganancia de peso puede aumentar (Wagner et al., 2006),
disminuir (Kazlauskas et al., 2016; Schneider & Przewlocki, 2005; Wagner et al.,
2006) o no presentar cambios significativos en funcion de los periodos de
exposicion (Favre et al., 2013). La disminucion en la ganancia de peso corporal
observada en nuestro estudio es consistente con los resultados reportados
previamente en condiciones de exposicion al VPA prenatal o postnatal
(Kazlauskas et al., 2016, Wagner et al., 2006 y Schneider & Przewlocki, 2005).
La explicacion es que la exposicién a VPA podria promover la disminucion de la
ganancia de peso, como consecuencia del aletargamiento producido por la
administracion de este farmaco lo que limitaria la competencia por el alimento en
los neonatos durante los dias de exposicion (P2- P4). Sin embargo, no se
descarta algin mecanismo fisioldgico desconocido que esté asociado a la
exposicion a VPA, para lo cual se requieren otro tipo de experimentos o
mediciones tal como la medicion de la actividad motriz de los neonatos o el efecto
de los metabolitos del VPA sobre el metabolismo (Favre et al., 2013; Schneider
& Przewlocki, 2005).

Por otra parte, el desarrollo de la actividad motriz es otra caracteristica evaluada
en los modelos murinos de autismo por exposicion a VPA. En este sentido, la
prueba del reflejo de enderezamiento nos permitié investigar sobre el desarrollo
de este reflejo motor en los primeros dias posteriores al nacimiento y su posible
alteracion por exposicion a VPA. Nuestros resultados coinciden con una mayor
latencia también observada en crias expuestas prenatalmente al VPA entre el
dia postnatal 4 y 8 (Wagner et al., 2006; Kazlauskas et al., 2016). Finalmente, no
encontramos diferencias en la prueba de reconocimiento de nido por
discriminacion olfatoria, estos resultados son similares a lo encontrado por Favre

et al.,, 2013, quien observo una tendencia al aumento en la latencia de
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reconocimiento en los animales expuestos prenatalmente a VPA en comparacion
con los controles pero sin llegar a obtener significancia estadistica, y al mismo
tiempo, contrarios a lo encontrado por Schneider & Przewlocki, 2005, quienes
observaron un aumento en la latencia de reconocimiento del nido (P9) en los
animales expuestos prenatalmente a VPA, lo cual representa una diferencia en

el modelo que puede explicar la obtencion de diferentes resultados.
Los astrocitos participan y son parte fundamental de la onda de calcio.

Se sabe que la macroglia es el tipo celular mas abundante en el SNC
desempefiando funciones de mantenimiento homeostatico, pero también con
una participacion importante en los procesos del desarrollo como migracion,
proliferacion y diferenciacion celular a través de su mecanismo de sefializacion
de calcio. Por otra parte, los estudios de modelos animales de autismo inducido
por exposicion a VPA han reportado, entre otras cosas, la alteracion en la
cantidad (densidad), morfologia y proliferacion de las células gliales (Bronzouli
et al., 2018; Lee et al., 2015; Kazlauskas et al., 2016; Verghese et al., 2017), no
obstante, la evidencia experimental sobre su fisiologia celular es limitada (Wang
et al., 2012).

Para identificar la astroglia del GD se utilizo la SRB, la cual se ha propuesto como
una molécula que marca especificamente a los astrocitos (Appaix et al., 2012;
Kafitz et al., 2007; Nimmerjahn, Kirchhoff, Kerr & Helmchen, 2004; Schnell et al.,
2013; Verant, Serduc, Vial & Van der Sanden, 2008). Los resultados mostraron
que el 75 % de las células marcadas con SRB co-localizan con células GFAP-
EGFP. La expresion de la proteina GFP en el ratén transgénico es exclusiva de
los astrocitos al estar ligada al promotor de GFAP y no se expresa en
oligodendrocitos ni en neuronas (Nolte et al., 2001). Sin embargo, también hay
una fraccion de células SRB+ que no co-localizan con los astrocitos, lo que
sugiere una poblacién celular adicional, que bien podria ser astrocitos con baja
expresion de GFAP (Nolte et al.,, 2001; Catalani et al, 2002), precursores
neuronales o bien otros tipos gliales como oligodendrocitos. Este ultimo dato
coincide con la evidencia de que la sulforodamina (B, 101, G), no es un marcador
100 % especifico de astrocitos, sino que también puede ser incorporado por los

oligodendrocitos (Hulsmann, Hagos, Heuer & Schnell, 2017). Esta idea es aun
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controversial y las diferencias reportadas podrian ser producto de las diferentes
condiciones experimentales, ya que mientras autores como Nimmerjhan &
Helmhchen, 2012; Appaix et al., 2012, Kafitz et al., 2007 y Verant, Serduc, Vial
& Van der Sanden, 2008, reportan que soélo los astrocitos son capaces de
incorporar la sulforodamina. Otros estudios proponen que los oligodendrocitos
pueden incorporar el marcador a través de los polipéptidos transportadores de
aniones organicos (OATP), u obtener el marcaje por medio de las conexiones
con los astrocitos, es decir, las gap junctions, siendo estos mismos los
mecanismos empleados por los astrocitos para incorporar y difundir el marcador
(Hagos & Hilsmann, 2016; Hill & Grutzendler, 2014; Schnell et al., 2015).
Nuestra conclusiéon fue que la SRB es un marcador confiable de la astroglia en
el GD, por lo que se utiliz6 como herramienta para investigar sobre la identidad
de las células reclutadas en la onda de calcio evocada por despolarizacion. Se
comprobd experimentalmente que al menos 2/3 de las células reclutadas eran
SRB+, lo que indica que la onda de calcio recluta células gliales, principalmente

de tipo astroglial.

La exposicién postnatal temprana a VPA modifica la excitabilidad glial en
la onda de calcio evocada eléctricamente.

Diversos estudios reportaron que las células gliales y en especifico los astrocitos,
responden a la actividad neuronal y a la estimulacién mecanica y eléctrica con
incrementos de calcio intracelular que pueden propagarse a células vecinas
produciendo una onda de calcio (Fuji, Meakawa & Morita, 2017; Weissman et al.,
2004). La propagacién de esta sefial se ha propuesto que es mediada por dos
mecanismos principales: la transmision intracelular de la sefial quimica mediante
las uniones comunicantes de los astrocitos formadas por conexinas y a través
de la liberacion de sefiales quimicas difusibles, en especifico ATP (Bowser &
Kahk, 2007; Charles, 1998; Guthrie et al., 1999; Haas et al., 2005; Hassinger et
al., 1996; Weissman et al., 2004) y se ha observado que dichas respuestas
gliales estan correlacionadas con la sincronizacion de la actividad neuronal, la
regulacion del ciclo celular, la expresiébn de genes, la proliferacion y la
diferenciacion celular (Pinto et al., 2016; Rabellato et al., 2013; Toth et al., 2016).

45



Weissman et al., (2004) reportd que la aparicion de ondas de calcio espontaneas
en la glia radial de la corteza en desarrollo estaba relacionada con la etapa de
mayor proliferaciéon neuronal (E16 - 17), que en ella participan las glias radiales
en fase S del ciclo celular, que eran mediadas por la actividad de ATP sobre los
receptores purinérgicos P2Y1y que la estimulacion mecanica y eléctrica podia
emular esta sefalizacion de calcio. Finalmente, encontré que al bloquear los
receptores purinérgicos y disminuir la extension de la onda de calcio de las glias

radiales en la etapa de mayor proliferacion se disminuia la proliferacion celular.

Nuestros resultados muestran que la exposicion postnatal temprana a VPA no
modifica la extension ni la velocidad de propagacion de la onda de calcio en el
giro dentado, ademas, no se observaron diferencias en el nimero de células
reclutadas por la onda de calcio entre ambos grupos experimentales ni en
presencia de lidocaina, salvo en el grupo VPA con respecto al control en
presencia de lidocaina en un radio de 50 micras con respecto al punto de
estimulacién, en donde se observé mayor niumero de células reclutadas en el
grupo VPA. En este sentido, en la literatura no hay reportes que mencionen
especificamente un cambio en el numero de células reclutadas por la onda de
calcio en diferentes condiciones experimentales y los reportes existentes
mencionan la propagacion intra y extracelular de la onda de calcio y cémo el
bloqueo de estas formas de comunicacion intercelular puede disminuir el nUmero
de células que participan en la onda de calcio (Fiacco & McCarthy, 2006; Schipke
& Kettenmann, 2004; Weissman et al., 2004), un ejemplo de ello es el trabajo de
Weissman et al., 2004, quien menciona que el bloqueo de la actividad purinérgica
disminuye el nUmero de células que participan en la onda de calcio al mismo
nivel que en estados de desarrollo en donde la sensibilidad a ATP relacionada
con la proliferacion celular es menor. Sin embargo, un analisis mas profundo de
las sefales de calcio evocadas por estimulacion eléctrica muestra que la
excitabilidad de los astrocitos, medida como el area bajo la curva de los eventos
transitorios de calcio se encuentra parcialmente alterada en un radio de 100 pm
(desde el punto de estimulacion), ya que el grupo VPA present6 una disminucion
del area bajo la curva promedio respecto al control. Los experimentos se
realizaron durante el desarrollo temprano del GD (P9-P11). En esta etapa del

desarrollo ocurre el rearreglo de la matriz secundaria de células de la glia radial
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generando neuronas granulares y precursores celulares que se estableceran en
la zona subgranular (Berg et al.,2018; Brunne et al., 2010; Khalaf & Francis,
2013, Li & Pleasure, 2005; Namba et al., 2005), por lo que la disminucion de la
excitabilidad del transitorio de calcio promedio de las células reclutadas en la
onda de calcio podria afectar la migracién celular y la sinaptogénesis del GD tal
como lo observado por Komuro y Kumada (2005), quienes reportaron la
disminucién de la migracién celular en el cerebelo como consecuencia de la
disminucién de la actividad de calcio o de la misma manera, lo observado por
Kanemaru y colaboradores en el 2007, quienes reportaron que el crecimiento del
cono axoénico y dendritas neuronales hipocampales se veia disminuido por el

contacto con astrocitos con actividad de calcio deficiente.

La exposicion a VPA reduce la frecuencia de oscilaciones espontaneas
del giro dentado

Las oscilaciones espontaneas de calcio en los astrocitos ocurren en distintas
regiones del cerebro y parecen estar relacionadas con eventos de migracion,
diferenciacion y proliferacion celular durante el desarrollo (Kanemaru et al., 2007;
Nett et al., 2002; Parri & Crunelli, 2002; Wang et al., 2006). Durante el desarrollo
postnatal temprano del giro dentado ocurre la diferenciacion y maduracion de las
células granulares, asi como la gliogénesis. Por ello se investigé el efecto de la
exposicion postnatal temprana a VPA sobre la actividad oscilatoria espontanea

en los astrocitos del giro dentado.

Encontramos que la frecuencia de oscilaciones espontaneas de las células del
GD en condiciones control fue de 0.0107 £ .00069 Hz, este resultado es similar
a lo observado en otros estudios en los que se investigé la actividad espontanea
de los astrocitos del hipocampo, en especifico de la region de CAl en donde se
han observado frecuencias de entre 0.0166 Hz a 0.0258 Hz (Srinivasan et al.,
2015; Nakayama et al., 2016; Pasti et al., 1997; Nett et al., 2002; Zur Nieden &
Daitmer, 2006) y una frecuencia de 0.0231 Hz en la capa molecular del GD
(Shigetomi et al., 2018); la diferencia en éste ultimo dato podria ser debido a la
edad de los animales (6 — 9 semanas de edad) o a que el indicador de calcio
utilizado para esos experimentos fue un indicador de calcio codificado

genéticamente (GCaMP), lo cual podria favorecer la apreciacion de los
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transitorios de calcio mas que la incubacion del indicador fluorescente. Asi
mismo, observamos que esta frecuencia de oscilaciones espontaneas disminuia
31% en el grupo VPA con respecto al control. No obstante, la inhibicion de la
actividad neuronal con lidocaina eliminé este efecto, lo que sugiere que la
frecuencia de las oscilaciones espontaneas de calcio tiene dos componentes: 1)
uno que es independiente de la actividad neuronal, pues no se ve afectado por
la exposicion a lidocaina y 2) otro que es modulado por la actividad neuronal,

mismo que esta reducido en el grupo VPA

Tiang y colaboradores (2005), reportaron que la exposicibn a VPA y otros
farmacos antiepilépticos in vivo afectaba directamente la capacidad de los
astrocitos corticales de generar sefiales de calcio, esto porque al evocar
actividad epiléptica con aplicacion local de 4 AP, esta resulto insensible a TTX
pero en presencia de VPA y otros antiepilépticos (gabapentina y fenitoina) se
redujo la actividad de calcio y la amplitud y frecuencia de la actividad neuronal
relacionada a ella; en contraste, los resultados obtenidos bajo nuestras
condiciones experimentales indican que la alteracion observada en la actividad
oscilatoria de calcio es producto, principalmente, de la afectacion del VPA sobre
la actividad neuronal, ya que si el VPA tuviera un efecto directo sobre la actividad
glial la diferencia en la frecuencia de las oscilaciones espontaneas hubiera sido

similar entre grupos experimentales en presencia de lidocaina.

Tales alteraciones podrian ser sobre las neuronas o las sinapsis excitadoras,
como en el estudio de Rinaldi y cols. (2007), quienes observaron, entre otras
cosas, la disminucion en la excitabilidad de las células piramidales corticales
como resultado de la exposicion prenatal a VPA o bien, podrian ser resultado de
la desregulacion de las proteinas de sinapsis inhibidoras o incluso las mismas
neuronas inhibidoras (Banerjee et al., 2013; Hou et al., 2018; Kumamaru,
Egashira, Takenaka, Takamori, 2014; Wang et al., 2012). El VPA puede alterar
la expresion de neuroliginas, proteinas de adhesion sinaptica necesarias para el
establecimiento de sinapsis excitadoras e inhibidoras, comprometiendo el
balance excitador/inhibidor en el hipocampo y la corteza somatosensorial (Ito,
Morishito, Nagata, 2017; Kolozsi et al., 2009). Esto, sin lugar a duda afectaria la
frecuencia espontanea de los transitorios de calcio registrados en los astrocitos

del GD. Ademas, la disminucién en la frecuencia de los transitorios de calcio
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registrada en el grupo VPA también podria estar relacionada con la expresion de
N-Caderina, proteina de matriz extracelular relacionada con la sinaptogénesis
(Kanemaru, et al., 2007).

CONCLUSIONES
1) La tasa de ganancia de peso es menor en el grupo VPA respecto al control.

2) La latencia del reflejo de enderezamiento es mayor en los animales tratados
con VPA respecto al grupo control. 3) El 75% de las células GFAP+ incorpora
SRB. 4) La frecuencia de las oscilaciones de calcio espontaneas se redujo
significativamente (- 32%) respecto al grupo control, no obstante, este efecto
desapareci6 en presencia de lidocaina. 5) La extensién de la onda de calcio no
se modificé significativamente con lidocaina, ni tampoco se observaron
diferencias entre los grupos control y VPA. 6) El nimero de células reclutadas
no varia entre ambos grupos experimentales ni en presencia de lidocaina, salvo
en el caso de VPA en presencia de lidocaina donde se registr6 un mayor nimero
de células reclutadas por la onda de calcio a una distancia de 50 micras con
respecto al punto de estimulacion. 7) La excitabilidad de la astroglia se reduce
en las células reclutadas por la onda de calcio en un radio de 100 micras en el

grupo VPA con respecto al control en presencia de lidocaina.

PERSPECTIVAS
Dado que uno de los principales hallazgos en los modelos murinos de exposicion

a VPA es la alteracion del sistema gabaérgico en diversas areas del cerebro
(Banerjee et al., 2003; Hou et al., 2018; Kumamaru, Egashira, Takenaka,
Takamori, 2014; Wang et al., 2012) y se ha encontrado que dicha alteracién esta
relacionado con las conductas relacionadas con el trastorno del espectro autista,
aunado a sus implicaciones en la migracion celular y refinamiento sinaptico en
etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso (Cellot & Cherubini, 2013;
Doengi et al., 2009; Hollrigel, Ross & Soltezs, 1998; Kilb, Kirishuk & Luhmann,
2013; Lo Turco et al., 1995; Romo- Parra et al., 2008; Uhlen et al., 2015), queda
como perspectiva el estudio farmacologico de la participacion del sistema
gabaérgico como posible blanco del VPA y el responsable de la alteracion en la

frecuencia de la actividad de calcio espontanea en los astrocitos

49



ANEXOS

Reduccion de la dosis de VPA por alta mortandad
Con base en la bibliografia (Favre et al., 2013; Fujimura et al., 2017; Mony et al.,

2016; Kazlauskas et al., 2016; Lee et al., 2016; Roullet et al., 2013; Verghese et
al., 2017; Wagner et al., 2006), las dosis utilizadas en los modelos de autismo
inducido por exposicion a VPA van desde los 200 hasta los 600 mg / Kg, siendo
la mas comun para el modelo de exposicidon postnatal, 300 mg / Kg, por esta
razén, esta dosis fue seleccionada para iniciar el estudio; esta dosis ha sido
reportada como efectiva y poco letal en el estudio en ratas, sin embargo al
aplicarla en nuestro modelo de ratdén, observamos una alta mortandad de los
neonatos, la cual alcanzo el 68.4 % (murieron 13 de un total de 19 animales,
pertenecientes a 6 camadas) de los animales inyectados, es por esto que se
probd disminuir la dosis a la minima reportada en la literatura, 200 mg / Kg,
obteniéndose una disminucion en la mortandad de hasta el 12.3 % (murieron 9
de un total de 73 animales, pertenecientes a 23 camadas) y efectos sobre la
ganancia de peso, latencia de enderezamiento similares, por lo que se optd por

continuar el estudio bajo esta nueva condicién.

Curva de calibracion para evocar la onda de calcio en el GD
La amplitud de corriente adecuada para evocar una onda local en el giro dentado

se determind con una curva de calibracion en la que se evaluaron 5 amplitudes
de corriente (200, 300, 500, 750 y 1000 pA) en rebanadas coronales de animales
no tratados y sin aplicacion de lidocaina (1 mM). Cada rebanada se estimul6
eléctricamente una sola vez, colocando la micropipeta de estimulacion en la capa
celular polimérfica profunda y se midio la extension de la onda de calcio evocada.
Los resultados muestran un incremento en la extension de la red en funcion de
la intensidad de corriente de estimulacion, por lo que se decidio utilizar 300 pA
de intensidad que produce un 54 % de la extension de la red (300 pA: 121 +
49.35 um, n=5) (Figura 10).
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Figura 10. Estandarizacién de la amplitud de corriente para evocar la onda de calcio. Se
probaron 5 amplitudes de corriente para evocar una onda de calcio local en el GD, observdndose
que las amplitudes de 200 y 300 pA evocaban una onda local (200 pA: 115 + 40.26 pum; 300 pA:
121 + 49.35 um) y las amplitudes mayores evocaban una onda que superaba los limites de la
capa celular polimorfica profunda (hilus) del giro dentado (500 pA: 150 + 58.11 um; 750 pA: 222
+93.83 um ; 1000 pA: 221 + 84.74 um)

Peso del cerebro y relacion peso corporal/ peso cerebral
Se obtuvo el peso del cerebro de los animales durante los tres dias de

experimentacion (P9 - P11) con el propdsito de evaluar si la exposicion al
farmaco puede alterar este parametro corporal. No se observaron diferencias en
el promedio del peso del cerebro entre ambos grupos (p= 0.6539) ni entre los
tres dias de medicion dentro del mismo grupo (Control: P9 vs P10, P9 n= 10,
P10 n= 3; p=0.6492, P10 vs P11, P10 n= 3, P11 n= 4, p=0.5096; VPA: P10 vs
P11, P10 n=6, P11 n=3; p=0.3918, One Way ANOVA), salvo el caso del dia P9
en comparacion con el dia P10 en el grupo VPA (VPA: P9 vs P10, P9 n=7, P10
n= 6; p= 0.0034, One Way ANOVA). De igual manera, la relacién peso corporal
/ peso cerebral no se modifico entre ambos grupos experimentales, al agrupar y
promediar los tres dias experimentales (Control: 5.86 £ 0.17 %, N=17; VPA: 6.15
+ 0.19 %, N=16, p= 0.3306, Two Way ANOVA) (Figura 11).
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Figura 11. Peso cerebral en ambos grupos experimentales. A) Comparativa de la ganancia
de peso cerebral. En esta figura se observa que no hay diferencias estadisticamente
significativas en el peso cerebral de los animales control y VPA durante los tres dias analizados.
B) Como puede observarse en la figura, no se observaron cambios en el peso fresco cerebral en
los dias 9, 10 y 11 en los animales pertenecientes al grupo control. C) El peso fresco cerebral de
los animales de 9 dias postnatales fue menor en comparacion con el peso del cerebro 10y 11
dias postnatales en los animales expuestos a VPA, pero no hubo diferencias entre los dias 10 y

11
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