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1. Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA) se refiere a una serie de trastornos del
neurodesarrollo en humanos que aparecen durante la etapa temprana de la vida, y
persisten a lo largo de ella. Los individuos con TEA presentan de forma caracteristica
alteraciones en la comunicacion social y verbal, asi como conductas repetitivas o intereses
restringidos con distintos grados de severidad. Este trastorno impone retos para el
desenvolvimiento social, escolar y profesional de los individuos que lo presentan.

El origen del TEA es multifactorial, pero se sabe que tiene una base genética,
ademas de factores ambientales asociados. Tradicionalmente, los estudios sobre la
neurobiologia del TEA se habian enfocado en investigar el papel de las neuronas, pero
recientemente, debido a la gran variedad de roles que desempefia la glia para mantener la
homeostasis cerebral, se ha propuesto que estas células pueden tener un papel importante

en el origen y/o desarrollo del TEA.

Se han desarrollado diversos modelos animales para el estudio del TEA. En
particular, la cepa endogamica murina C58/J se ha caracterizado conductualmente y se ha
observado que presenta conductas repetitivas y una reducida preferencia social, de forma
analoga a los humanos con TEA. Adicionalmente, se han identificado en esta cepa

polimorfismos en genes ortélogos de humanos que se asocian a ciertas formas de TEA.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las poblaciones de astrocitos y
microglia en el hipocampo de la cepa murina C58/J. En comparacion con la cepa silvestre
de ratones C57BL/6J. Se observé que la cepa murina C58/J presenta una disminucion en
el contenido hipocampal de la proteina glial fibrilar 4cida (GFAP, por sus siglas en inglés
glial fibrillary acidic protein), acompafiada de una reduccién en la densidad de astrocitos en
la region CA1 del hipocampo. Con respecto a la microglia, se observé un aumento en la
densidad de estas células en la region CA1 del hipocampo, y la evaluacion morfol6égica de
las mismas revel6 que existen poblaciones de microglia con estados morfoldgicos distintos
a los que se presentan en los cerebros de los ratones silvestres. Estos resultados indican
gue los ratones de la cepa con fenotipo autista C58/J presentan alteraciones en las
poblaciones de la glia, de forma analoga a lo que se ha reportado en algunos individuos
con TEA en los que se han evaluado estas poblaciones de células, pero en zonas del

sistema nervioso central diferentes al hipocampo.




2. Introduccién

Los trastornos del neurodesarrollo (TND) son un grupo de condiciones cuyo inicio
se sitla en el desarrollo temprano de los individuos humanos. Estos trastornos se
manifiestan tipicamente en la etapa preescolar, y se caracterizan por producir afectaciones
funcionales en la personalidad, en lo social, en lo académico o en lo ocupacional (American
Psychiatric Association [APA], 2013). Ademads, estos trastornos se manifiestan
comunmente durante los primeros 18 meses de vida, sin embargo, la mayoria no son

diagnosticados sino hasta los cinco afios (Casanova, 2007).

Tipicamente, el término TND se ha usado para describir a un grupo muy extenso de
trastornos que involucran alguna forma de disrupcién en el desarrollo cerebral (Thapar,
Cooper, & Rutter, 2017). Dichos trastornos incluyen a sindromes cromosémicos con causas
bien identificadas como el sindrome de Rett o la esclerosis tuberosa, pero también incluyen
a trastornos cuyo origen es multifactorial y desconocido en su mayoria, como el trastorno
de déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) o el trastorno del espectro autista (TEA)
(D’Souza & Karmiloff-Smith, 2017).

Es poco comun que los TND aparezcan de forma aislada o Unica en un individuo,
pues las disfunciones en un area generalmente llevan a disfunciones en otras areas,
generando un diagnostico multiple (Ismail & Shapiro, 2019). Ejemplo de ello es que la
presencia de signos concordantes con TDAH aumenta en un 62.7% en individuos con TEA,
en comparacién con sujetos neurotipicos (Avni, Ben-ltzchak, & Zachor, 2018); mientras que
se ha estimado que hasta el 40% de los individuos con TEA presentan discapacidad
intelectual (Cervantes & Matson, 2015; Matson & Shoemaker, 2009).

Una caracteristica clave del TEA es su origen multifactorial que, a la vez de
presentar obvias dificultades, ha permitido hallar evidencia sobre las causas bioldgicas para
el TEA idiopético a través de estudios en trastornos sindrdmicos con causas genéticas bien
identificadas que presentan un fenotipo conductual parecido al del TEA, como el sindrome

de X fragil, el sindrome de Rett o la esclerosis tuberosa (Sahin & Sur, 2015).

Estas evidencias sobre las diversas causas biolégicas del TEA han derivado en la
generacién de diversos modelos animales que recapitulan las caracteristicas conductuales
del TEA con distinto grado de validez (Chadman, 2017; Klauck & Poustka, 2006). En nuestro
caso, la cepa murina C58/J ha sido caracterizada conductualmente, y se ha descrito que

presenta un aumento en las conductas repetitivas, exhibidas a través de saltos verticales




en las patas traseras, y una disminuida preferencia social (Blick et al., 2015; Moy et al.,
2008; Ryan, Young, Crawley, Bodfish, & Moy, 2010). Interesantemente, se ha reportado
gue esta cepa de ratones presenta modificaciones en el contenido de proteinas de
citoesqueleto neuronal en la corteza prefrontal (CPF) y en el hipocampo, mismas areas
donde se han descrito alteraciones en los patrones de ramificacion del arbol dendritico y
una disminucién en la complejidad de éste (Baron-Mendoza et al., 2019, 2018).

De forma adicional a las alteraciones neuronales comunmente descritas para el
TEA, se ha reportado que los sujetos con TEA presentan una variedad de alteraciones
inmunoldgicas, que incluyen concentraciones anormales de citocinas en el SNC y en el
suero, y autoinmunidad por anticuerpos dirigidos contra epitopos del SNC (Meltzer & Van
De Water, 2017), ademas de que posibles alteraciones en la células de la glia podrian jugar
un papel importante en la aparicion y desarrollo del TEA (Zeidan-Chulia et al., 2014); sin
embargo, ninguno de estos aspectos han sido explorados en la cepa murina con fenotipo
autista C58/J.




3. Antecedentes
3.1 Trastorno del Espectro Autista (TEA)

El TEA o autismo, como fue conocido por muchos afos, tiene una larga historia de
dificultades diagndsticas desde su reconocimiento inicial por Leo Kanner en 1943. Kanner
describié los casos de once nifios, de entre cero y treinta meses de edad, con un
comportamiento socialmente aislado y retraido (Onaolapo & Onaolapo, 2017). Por su parte,
el psiquiatra aleman Hans Asperger, en 1944, refirié cuatro casos de nifios con capacidades
comunicativas similares a las de un adulto (Wing, 1996). Sin embargo, no fue sino hasta la
década de 1980 que este trastorno gano validez diagndstica gracias a su inclusiéon en la
tercera edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-III)
(Lorna Wing & Potter, 2002).

Las consideraciones mas recientes sugieren que un espectro de sintomas puede
definir mas apropiadamente la naturaleza de este grupo de trastornos del neurodesarrollo
ahora reconocidos como TEA (American Psychiatric Association [APA], 2013; Lai et al.,
2014; Livanis, Almodovar, & Skolnik, 2017; Tobe, Kim, Owley, & Leventhal, 2012).

3.1.1 Definicién

Trastorno del espectro autista (TEA) se refiere a un conjunto de sindromes clinicos,
genéticos y generalizados del neurodesarrollo (Loucas et al., 2008; Tobe et al., 2012),
caracterizados por distintos grados de déficits persistentes en la comunicacion e interaccion
social, asi como la presencia de comportamientos restringidos, repetitivos y estereotipados
de acuerdo al Manual Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales, en su quinta
edicién (DSM-V; APA, 2013) y a la Clasificacién Internacional de Enfermedades, en su
décima edicion (IDC-10) (World Health Organization [WHO], 2004).

El TEA comprende un amplio rango de trastornos del desarrollo, los cuales incluyen
el trastorno autista, sindrome de Asperger, sindrome de Rett, trastorno desintegrativo
infantil, y el trastorno generalizado del desarrollo, no especificado de otra manera (Dawson
& Toth, 2015; National Collaborating Centre for Women’s and Children’s Health, 2011;
Phetrasuwan, Miles, Mesibov, & Robinson, 2009). Estas afecciones son heterogéneas en

sus manifestaciones clinicas, pero se encuentran relacionadas entre si por la ocurrencia de




déficits de cualitativos en la conducta social y la comunicacion; difiriendo, sin embargo, en

el grado de penetrancia, severidad y edad de inicio (Lord, Cook, Leventhal, & Amaral, 2000).

De manera general, se ha aceptado que los individuos con TEA experimentan
discapacidades en tres dominios, o areas, de la conducta: i) interaccion social, ii)
comunicacion verbal y no verbal, y iii) conductas o intereses repetitivos (Strock, 2007), los
cuales actualmente se resumen como: dominio social y de la comunicacion, y dominio
conductual, que se refiere a los comportamientos fijos y repetitivos antes mencionados
(APA, 2013; Lauritsen, 2013; Volkmar, Reichow, Westphal, & Mandell, 2014).

3.1.2 Epidemiologia

El primer sondeo epidemiolégico sobre el autismo se condujo hace mas de
cincuenta afios en el Reino Unido por Victor Lotter (Lotter, 1967). En éste se concluy6 que
4 de cada 10,000 nifios del condado de Middlesex de entre 8 y 10 afios presentaban
autismo. Aun en la década de los 1970 las estimaciones consideraban al autismo como una
condicion poco prevalente (2 casos por cada 10,000 nifios) (Kawamura, Takahashi, & Ishii,
2008).

Numerosos estudios se han realizado en distintos paises, mostrando una marcada
heterogeneidad en el nUmero de casos prevalentes de TEA, probablemente debido a la
discrepancia en los métodos diagndsticos empleados por region, y a la continua

modificacion de estos (Sharma, Gonda, & Tarazi, 2018).

De acuerdo con el estudio de Lai y colaboradores, la prevalencia mundial de
personas con TEA se ha ubicado entre 62 y 70 personas por cada 10,000 habitantes (Lai
et al., 2014). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la prevalencia del TEA
a nivel global es de 1 caso por cada 160 personas (WHO, 2013). En Estados Unidos, el
reporte mas reciente del Centro Nacional para Estadisticas en Salud (NCHS) estimé una

prevalencia de 1 caso de TEA por cada 36 nifios (Zablotsky, Black, & Blumberg, 2014)..

En México no existen datos nacionales sobre la prevalencia del TEA, sin embargo,
un estudio realizado en la ciudad de Le6n del estado de Guanajuato, con la participacion
de 12,116 nifos de ocho afios, indicé una prevalencia de 88 casos por cada 10,000

personas, 86% de los cuales corresponden a varones (Fombonne et al., 2016).




A pesar de las diferencias en la prevalencia reportada en diferentes estudios, parece
ser claro que los hombres son cuatro o cinco veces mas afectados por el TEA que las
mujeres (Baio et al., 2018; Christensen et al., 2016).

Una hipotesis sugiere que esta diferencia en la proporcién de hombres y mujeres
con TEA podria derivarse de sesgos en el diagnéstico, ya que los hombres tienden a
externalizar mayor nimero de alteraciones conductuales como agresividad, hiperactividad
y reducidas conductas sociales; mientras que las mujeres con TEA tienden a presentar
mayor internalizacion de sintomas como ansiedad, depresion y otros sintomas
emocionales. Lo anterior propiciaria un diagnéstico mas inmediato para varones con TEA,
mientras que la mayor parte de los casos en mujeres permanecerian sin diagnosticar, sobre

todo aquellas con alto grado de funcionalidad (Werling & Geschwind, 2013).

Aungue se reconoce que la prevalencia del TEA ha aumentado progresivamente
desde hace dos décadas (Sharma et al., 2018), es incierto si la incidencia del TEA ha
aumentado de igual forma (Wing & Potter, 2002) ya que el incremento en la prevalencia del
TEA podria atribuirse a un progreso en el grado de conciencia y reconocimiento de este
grupo de trastornos, asi como a la mejora de los instrumentos diagndsticos y a una
detecciébn mas temprana en la vida de los sujetos con TEA (Elsabbagh et al., 2012;
Fombonne, 2009; Isaksen, Diseth, Schjglberg, & Skjeldal, 2013). De ser asi, el ascenso en
el numero de casos detectados por afio se deberia a que una menor proporcion de nifios
con TEA permanecen sin ser diagnosticados en estos dias, en comparacion con las dos
décadas anteriores, y no realmente a que un mayor nimero de nifios adquieran la condicién

durante el desarrollo.

Adicionalmente, numerosas condiciones adicionales se han reportado en
comorbilidad con los casos de TEA tales como discapacidad intelectual (entre 45y 63% de
los nifios con TEA) (Bertrand et al., 2001)y dificultades motoras y linglisticas, que se
detectan de forma temprana (Lord, Elsabbagh, Baird, & Veenstra-Vanderweele, 2018). El
TDAH es el trastorno neuropsiquiatrico mas frecuentemente diagnosticado en comorbilidad
con el TEA (Leitner, 2014; Simonoff et al., 2008).




3.1.3 Diagnéstico

La definicion de los puntos cardinales necesarios para establecer un diagnéstico de
TEA ha sido controversial (Livanis et al., 2017). A pesar de que el origen de este trastorno
se ha intentado abordar principalmente desde el punto de vista genético (Abrahams &
Geschwind, 2008; Ronald & Hoekstra, 2011; Toro et al., 2010), las pautas de conducta
exhibidas por los sujetos con TEA permanecen como el indicador clave para su diagnéstico,
pues los sintomas del TEA tienden a aparecer en la infancia temprana (Dunlap, 2019; Ey,
Leblond, & Bourgeron, 2011; Lord et al., 2018).

EI DSM-5 de la Asociacion Americana de Psiquiatria (APA, 2013) ha precisado cinco
criterios diagnosticos para el TEA que se enlistan alfabéticamente de la A a la E. Estos se

presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Criterios diagnésticos para el trastorno del espectro autista (TEA)
especificados por la Asociacion Americana de Psiquiatria. @

Criterio Caracteristicas
Déficits en la reciprocidad social.

o _ o Déficits en los comportamientos
Déficits persistentes en la comunicacion e o
_ _ _ _ comunicativos no verbales usados para
A interaccion sociales a través de mdltiples ) _ _
la interaccion social.
contextos. o
Déficits para desarrollar, mantener y

entender relaciones interpersonales.

Uso de objetos, habla y motilidad
estereotipados o repetitivos.
Insistencia en la monotonia, apego
inflexible a las rutinas o conductas
Pautas de comportamiento, intereses y verbales y no verbales ritualizadas.
actividades restringidas y repetitivas. Intereses altamente restringidos vy fijos,
anormales en intensidad o en foco.
Hiper- o hiporreactividad a estimulos
sensoriales o interés inusual por los

aspectos sensoriales del ambiente.




Los sintomas deben estar presentes en
un periodo del desarrollo temprano.

Los sintomas causan significativas
D discapacidades sociales, ocupacionales

0 en otras areas funcionales importantes.

Estas alteraciones no pueden ser
E explicadas por discapacidad intelectual o

por retraso en el desarrollo global.

@ Reproducido del Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales (APA, 2013).

A su vez, los criterios diagnésticos establecidos por el Instituto Nacional para la
Salud y la Excelencia Clinica del Reino Unido, contemplan (i) signos y sintomas relativos a
la interaccién social y a las conductas de comunicacion reciproca e (i) intereses inusuales
o restringidos y/o conductas repetitivas, mismos que son categorizados de acuerdo al grupo
de edad del individuo (nifilos de edad preescolar, nifios de educacion primaria y nifios de
educacién secundaria) (National Collaborating Centre for Women’s and Children’s Health,

2011). Algunos de estos criterios se enlistan de forma no exhaustiva en la tabla 2.




Tabla 2. Criterios diagnosticos para el trastorno del espectro autista (TEA) segun el Instituto Nacional para la Salud y la Excelencia Clinica
del Reino Unido. @

Rango de edad

Rubro Preescolar Educacién Qrimaria Educacion secun~daria
(5 all afos) (mayores de 11 afios)
Retraso del lenguaje. Lenguaje limitado y con tono Lenguaje limitado y con tono
Lenguaje Regresion o pérdida del habla. monotono; discurso repetitivo; uso  monotono; [éxico dominado por
hablado Reducido uso del lenguaje para frecuente y estereotipado de informacién excesiva sobre

Interaccién
social y
comunicacién
reciproca

comunicarse.

frases aprendidas.

temas de interés propio.

Respuesta a
otras personas

Retraso o ausencia de respuesta al
llamado por el nombre.
Reduccion o ausencia de respuesta a
las expresiones faciales o
sentimientos de otros.

Dificultades ligeras para
comprender las intenciones
ajenas, pueden malinterpretar las
metaforas o el sarcasmo

Frecuentes respuestas
negativas a peticiones de otras
personas.

Interaccién

Reduccion o ausencia de la
percepcion del espacio propio.

Aproximacion con otras personas
inapropiada o agresiva.

Dificultades para sostener
relaciones interpersonales.

con otras ! : : . Consciencia reducida del : ) :
Reduccion o ausencia de interés . . Aislamiento social y aparente

personas : comportamiento socialmente .

social por otros. preferencia por estar solos.

esperado.
Contacto Uso de gestos y expresiones faciales L . : Pobreza de gesticulacion
: , Atencién conjunta reducida que se : ;

visual, reducido o ausente. integrada, de expresiones

seflalamiento
y otros gestos

Reducido o ausente uso del contacto
visual en contextos sociales.

manifiesta por reduccion o
ausencia del contacto visual.

faciales y de orientacion
corporal.

Ideas e
imaginacién

Imaginacion y variedad de juegos por
imitacién reducidos o ausentes.

Imaginacion para el juego limitada,
puede imitar escenas o imagenes
de cine o television previamente
visualizadas.

Historial de imaginacion
inflexible y restrictiva.

Intereses inusuales o

restringidos y/o

comportamiento rigido y

repetitivo

Movimientos estereotipicos
repetitivos.
Interés excesivo en seguir motivos
propios.
Reactividad emocional extrema al
cambio 0 a nuevas situaciones.

Expectativas restrictivas de que el
resto de los nifios se apeguen a
las reglas de juego.
Fuertes preferencias por rutinas
con las que se esta familiarizado.

Preferencia por hobbies
altamente especificos.
Fuerte apego por las reglas que
desemboca en discusiones.
Disgusto por el cambio.

2 Informacién recopilada de la Guia para el reconocimiento, canalizacion y diagndéstico de personas jovenes con el espectro autista (National
Collaborating Centre for Women’s and Children’s Health, 2011).




3.1.4 Etiologia

Se ha reconocido que el TEA es una condicién del neurodesarrollo con una base
biolégica marcada (Yates & Couteur, 2016). Existe un creciente consenso de que el TEA
no tiene una sola causa etiolégica, sino que se trata mas bien de diferentes trastornos
neuroldgicos que resultan de una compleja interaccion entre factores genéticos (Vorstman
etal., 2017) y ambientales (Modabbernia, Velthorst, & Reichenberg, 2017; Posar & Visconti,
2017). Sin embargo, la mayor parte de las investigaciones se han enfocado en explicar los
primeros, revelando que varios genes relacionados con el neurodesarrollo (Guilmatre et al.,
2009), con la homeostasis sinaptica (Etherton et al., 2011a; Etherton et al., 2011b; Toro et
al., 2010) con vias de sefalizacion celular (Kumar et al., 2019), con vias de degradacion

proteasomal (Khalil et al., 2018), entre otros, son afectados durante el TEA.

Una gran desventaja para el uso de condiciones genéticas como predictoras de este
trastorno es que, no solamente muchas han sido asociadas a él, sino que también muchas
de estas variaciones se asocian al mismo tiempo con otras condiciones neuropsiquiatricas
(Guilmatre et al., 2009), dificultando la claridad y la certeza de un diagndstico basado en

estos marcadores (Petrelli, Pucci, & Bezzi, 2016).

Multiples aspectos de la neurobiologia han sido sugeridos para dar una explicacion
etiologica al TEA (Lord et al., 2018), las células de la glia entre ellos, dados sus importantes
roles en la modulaciéon de la homeostasis cerebral (Hillen, Burbach, & Hol, 2018), plasticidad
y sinapsis neuronales (Krencik, van Asperen, & Ullian, 2017; Wang et al., 2016), los cuales
son procesos involucrados en el desarrollo del TEA (Hansel, 2019; Zeidan-Chulia et al.,
2014).

Los astrocitos parecen jugar un papel fundamental durante el neurodesarrollo que
contribuye a la etiologia del TEA (Clarke & Barres, 2013). En el caso de un modelo de ratén
para sindrome de X fragil (FXS, por sus siglas en inglés fragile X-syndrome), una forma
sindrémica de TEA se observad in vitro que neuronas hipocampales con un genotipo silvestre
cultivadas con astrocitos del genotipo FXS experimentan un retraso en la elongacién de
neuritas y en el crecimiento del soma al dia 7 en cultivo, pero el fenotipo se restablece para
el dia 21. Igualmente se observd un retraso en el establecimiento de sinapsis excitatorias
por parte de estas neuronas cuando se cultivan con astrocitos del genotipo FXS (Maezawa,
Swanberg, Harvey, LaSalle, & Jin, 2009).

10



En el caso del sindrome de Rett, otra forma sindromica de TEA que se produce por
una pérdida de funcion de MeCP2 (un regulador transcripcional de union a CpG metilado),
se ha observado en un modelo murino la reduccién en el tamafio neuronal, la disminucion
en la complejidad del arbol dendritico y la disminucién en la densidad de espinas dendriticas
a lo largo de distintas regiones del cerebro, estos ratones presentan alteraciones en
actividades que dependen de los astrocitos como la regulacion del factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés brain derived neurotrophic factor), la
produccion de citocinas proinflamatorias interleucina (IL)-1B e IL-6, y de anormalidades en
la induccion del crecimiento axonal (Jacobs, Nathwani, & Doering, 2010); no obstante,
gueda mucha informacion por elucidar en cuanto a la respuesta celular de los astrocitos en

el desarrollo de las formas no sindrémicas del TEA (Petrelli et al., 2016).

Finalmente, numerosos elementos relacionados con el sistema inmunolégico y su
respuesta, tales como infecciones maternas durante la gestacion (Patterson, 2011);
autoanticuerpos dirigidos contra elementos neuronales del cerebro fetal (Braunschweig et
al., 2013); la activacién de multiples complejos de inflamasomas (Saresella et al., 2016);
concentraciones inusuales de citocinas en suero y sistema nervioso central (SNC) (Masi et
al., 2015); anormalidades en la distribucién espacial (Morgan et al., 2012) y expresion
génica de la microglia (Werling, Parikshak, & Geschwind, 2016); polimorfismos en la regién
codificante del antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés human
leukocyte antigen) G (Guerini et al., 2015, 2018); entre otros, han sido sugeridos como

factores etiolégicos para el desarrollo del TEA.

3.2 Hipocampo

Las primeras descripciones de esta region cerebral fueron hechas por el médico y
anatomista italiano Julius Caesar Aranzi (1530-1589) en 1587, quien lo nombro por primera

vez por su semejanza con el caballo de mar (Schultz & Engelhardt, 2014).

La nomenclatura actual para designar las distintas regiones del hipocampo deriva
de las representaciones hechas por el neurocientifico Rafael Lorente de NG, alumno de
Ramén y Cajal, durante el siglo XX, quien retomé el término cornu Ammonis (CA) propuesto
en principio por miembros de la Escuela Alejandrina de Medicina siglos atras (Andersen,
Morris, Amaral, Bliss, & O’Keefe, 2007).
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El hipocampo es una de las estructuras cerebrales méas intensamente estudiadas en
la historia. En tiempos modernos cobré relevancia tras el reporte del paciente H.M. quién
perdio la capacidad de formar nueva memoria declarativa tras la remocion quirargica del
hipocampo y sus regiones aledafas, con el propdsito de aliviar su epilepsia (Knierim, 2015),
lo que ha llevado a muchos a investigar esta estructura como punto focal de humerosas
neuropatologias (Bartsch & Wulff, 2015).

3.2.1 Neuroanatomia

El hipocampo es una de varias regiones cerebrales que conforman un sistema
funcional conocido como formacion hipocampal que, generalmente, incluye a la corteza
entorrinal, el parasubiculo, el presubiculo, el subiculo, el hipocampo y el giro dentado
(Amaral & Lavenex, 2007).

En humanos, la formacion hipocampal es una region cortical pareada en cada uno
de los l6bulos temporales (Jacobson, Marcus, & Pugsley, 2018). Es una estructura
convoluta, elongada y prominente que forma el margen medial del hemisferio cortical y
ocupa la cavidad de la extension temporal del ventriculo lateral. Tiene una longitud
rostrocaudal de aproximadamente 5 cm en adultos y se ensancha en su porcion anterior,
donde se inclina hacia la superficie medial del cerebro (Fig. 1) (Insausti & Amaral, 2012;
Knowles, 1992; Schultz & Engelhardt, 2014).

La formacién hipocampal es parte de la corteza limbica, situada en el espacio
inferomedial de los hemisferios, separada de la corteza contigua por la fisura limbica
(Duvernoy, Cattin, & Risold, 2013). A su vez, la formacion hipocampal se encuentra
delimitada por el giro parahipocampal, mismo que se encuentra formado por los surcos rinal
y colateral; la porcidén anterior de este giro es, en su mayoria, parte de la corteza entorrinal
(Insausti & Amaral, 2012).

Caudalmente, el limite de la formacion hipocampal est4d marcado por el encuentro
del giro parahipocampal con la corteza retrosplenial. El hipocampo y el giro dentado se
encuentran separados del subyacente subiculo por la fisura hipocampal. La corteza
entorrinal es la porcion de la formacion hipocampal localizada mas rostralmente y puede

hallarse ligeramente detras del limen de la insula (Fig. 1) (Insausti & Amaral, 2012).

La superficie medial del hipocampo esta recubierta con una franja de fibras llamadas

fimbrias. Las fibras que se originan de las células piramidales a lo largo del hipocampo y
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del subiculo viajan en la materia blanca que envuelve al hipocampo — el alveus —y confluyen

en las fimbrias situadas medialmente (Insausti & Amaral, 2012).

Existen, ademas, caracteristicas histolégicas que permiten diferenciar a las regiones
de la formacion hipocampal. El hipocampo, como se mencioné antes, fue dividido por
Lorente de NG en tres sectores basandose en las diferencias citoarquitecténicas: CA1, CA2
y CA3 (Fig. 1) (Amaral & Lavenex, 2007; Jacobson et al., 2018). Es de resaltar que la region
CAL1 del hipocampo muestra una vulnerabilidad selectiva a diversos de insultos como la
hipoxia, la isquemia, el estrés oxidante y la hipoglicemia, que se observa a través de un
dafio neuronal tardio (Bartsch et al., 2015; Duvernoy et al.,, 2013) y cambios en las
poblaciones de astrocitos (Ordy et al., 1993; Ouyang, Voloboueva, Xu, & Giffard, 2007).

La organizacion del hipocampo es casi la misma en cualquier seccion de su
extension rostrocaudal. Las células piramidales representan la capa principal del
hipocampo; sus dendritas se extienden hacia la capa molecular y sus axones se prolongan
a través de los colaterales de Schaffer y forman contactos sinapticos con las dendritas de
otras células piramidales en la capa molecular. Esta capa esta densamente empaquetada
en la regién CA1 del hipocampo y aparece mas laxa en las regiones CA2 y CA3 (Amaral &
Lavenex, 2007; Jacobson et al., 2018).

La franja angosta relativamente libre de células debajo la capa de células
piramidales es el stratum oriens, y contiene las dendritas basales de las neuronas

piramidales y diferentes tipos de interneuronas (Amaral & Lavenex, 2007).

La capa mas superficial del hipocampo es el stratum lacunosum-moleculare, misma
donde terminan las fibras provenientes de la corteza entorrinal, y es donde los apices
dendriticos de las células piramidales se ramifican; se continGa con la capa molecular del

giro dentado (Amaral & Lavenex, 2007).

Por otro lado, el giro dentado (GD) es una region cortical trilaminar dorsalmente
céncava (en forma de V) que envuelve a la ultima porcion de CA3 del hipocampo,
reconocido como CA4 en algunos casos (Fig. 1) (Duvernoy et al., 2013). Tiene una
organizacion relativamente similar a la del hipocampo (Amaral & Lavenex, 2007). En él se
reconocen una capa molecular, que contiene dendritas de las células piramidales; una capa
de células granulosas, compuesta por los somas de pequefias neuronas que reemplazan a
las células piramidales del hipocampo, son unipolares y proyectan sus dendritas hacia la

capa molecular; y una capa polimérfica (Jacobson et al., 2018).
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Figura 1. Ubicacion anatomica e histologia del hipocampo en ratones y en

humanos. Diagramas representativos de la ubicacion del hipocampo en el cerebro y su
histologia caracteristica en ratones (arriba) y en humanos (abajo). Los diagramas a la
derecha muestran la ubicacion de las subregiones que conforman el hipocampo, y su
posicidén con respecto al giro dentado en ambas especies. Cornu Ammonis = CA; corteza
entorrinal = CE; giro dentado = GD. Modificado de Strange, Witter, Lein, & Moser, 2014.

3.2.2 Conexiones

Una caracteristica generalmente reconocida del hipocampo es que posee una
conectividad unidireccional y no reciproca, a diferencia de la mayoria de las estructuras
neocorticales. Un circuito trisinaptico intrinseco y fundamentalmente unidireccional fue
descrito inicialmente para la formacién hipocampal, gracias a estudios anatémicos y
fisioldgicos. Este contemplaba la presencia de fibras que van desde la corteza entorrinal
hacia el giro dentado (sinapsis 1), desde el giro dentado hasta la subregion CA3 (sinapsis
2) y desde CA3 hasta la subregién de CA1 (sinapsis 3) (Amaral & Lavenex, 2007). Un

ejemplo esquemético de este circuito se presenta en la figura 2.
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Mas recientemente, se ha propuesto que la conectividad del hipocampo puede ser
algo mas compleja e intrincada que el circuito trisinaptico descrito anteriormente (Fig. 2). El
esquema actual plantea la presencia de aferencias y eferencias, tanto intrinsecas como
extrinsecas, del hipocampo y sus estructuras asociadas (Knowles, 1992). Un listado no
exhaustivo de estas conexiones se incluye en la Tabla 3. Cabe mencionar que no todas
estas vias de comunicacién han sido identificadas en humanos, en cuyo caso se especifica

el modelo animal que ha servido para describirlas.

EC
Vv
111
II
Proximal ¢ Transverse axis » Distal
‘M&"WS .\csgl‘al
DG CA3 |CA2
Perforant pathway
Figura 2. Representacién esquemética de la conectividad en el

hipocampo. EIl circuito trisindptico (arriba) fue una primera aproximacion a la red de
conexiones gque se establecen en el hipocampo. Reproducido de Lopez-Madrona, Matias,
Pereda, Canals, & Mirasso, 2017. Una conectividad no estrictamente unidireccional y mas
compleja (abajo) se ha descrito al conjugar estudios de la fisiologia y de anatomia del
hipocampo. Reproducido de Amaral & Lavenex, 2007. Cornu Ammonis 1 = CA; corteza
entorrinal = EC; giro dentado = DG; subiculo = Sub; Parasubiculo = Para; Presubiculo =
Pre.
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Tabla 3. Conexiones intrinsecas y extrinsecas del hipocampo y sus regiones asociadas. ?

Subregic’)n Intrinseca Extrinseca
Aferentes Eferentes Aferentes Eferentes
CA3 Giro parahipocampal
c Presubiculo Giro dentado (via Corteza perirrinal, en Region parahipocampal
orteza Parasubiculo berforante) mono rhesus (Van Cortezas orbital y medial
entorrinal Subiculo CAL Hoesen, et al., 1975) frontal, en monos (Mufioz &
Subiculo Amigdala, en gato y rata Insausti, 2005)
(Krettek & Price, 1977)
Capallll de la Nucleo reuniens del Cortezas de asociacion
CA1L corteza entorrinal . o polimodal en mono
Subiculo hipotadlamo (Herkenham, . .
CA3 (colaterales 1978) cinomolgo (Insausti &
de Schaffer) Mufioz, 2001)
Capall de la Nucleos septales, en rata
corteza entorrinal Milner & Amaral, 1984 .
CA3 Giro dentado CA1 (colaterales de ( ) Complejos septales

(fibras
musgosas)

Schaffer)

Hipotalamo (proyeccién
supramamilar) (Insausti &
Amaral, 2012)

(Insausti & Amaral, 2012)

Giro dentado

Capalldela
corteza
entorrinal (via
perforante)

Neuronas piramidales
de CA3 (fibras
musgosas)

Nucleos septales (Milner &
Amaral, 1984)

Hipotalamo (proyeccién
supramamilar) (Insausti &
Amaral, 2012)

Subiculo

CAl
Capa lll de la
corteza entorrinal

Presubiculo
Parasubiculo
Corteza entorrinal

Nucleos talamicos, en rata
(Domesick, 1972)

Nucleo accumbens, en rata
(Kelley & Domesick, 1982)
Nucleo caudado

Putamen, en gato
(Groenewegen, et al., 1982)

& Informacién recopilada de Insausti & Amaral (2012).
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3.2.3 Implicacion del hipocampo en el TEA

Generalmente se acepta que el hipocampo esta involucrado en el aprendizaje y en
la formacion de algunos tipos de memoria (Duvernoy et al., 2013; Squire & Wixted, 2011),
concretamente, de la memoria declarativa o semantica, que se refiere a la memoria de
hechos y conceptos; asi como de la memoria episddica, que permite la recoleccion de
eventos y establecer relaciones entre ellos; y de la memoria espacial, que involucra el
reconocimiento de una ubicacion o un objeto en el espacio fisico (Duvernoy et al., 2013;
Jeye, MacEvoy, Karanian, & Slotnick, 2018).

También se ha propuesto la funcionalidad independiente de los polos ventral y
dorsal del hipocampo en las respuestas emocionales y en procesos relacionados con la
cognicion, respectivamente, debida en gran medida a la expresion diferencial de genesy a
las diferencias en la conectividad neuronal en ambas regiones del hipocampo (Fanselow &
Dong, 2010). Sobre esta misma linea, se ha sugerido que la porcién anterior del hipocampo

puede estar vinculada a procesos de percepcion e imaginacion (Zeidman & Maguire, 2016).

El desarrollo de conductas socioemocionales adecuadas depende de la integridad
funcional y estructural de las regiones cerebrales que median la percepcién y la regulacion
de las emociones (Amaral, 2002). Se ha postulado que el hipocampo puede jugar un papel
fundamental en el desarrollo normal de un nifio en cuanto a su sintaxis linguistica,
semantica, pragmatica y para la integracion de estados motivacionales con la experiencia
y el aprendizaje (Delong, 1992). En ese sentido, la memoria episddica estaria fundamental
y selectivamente afectada durante el autismo, misma que depende del hipocampo y de la
CPF (Shalom, 2003).

En nifios y adolescentes altamente funcionales con TEA, se ha observado que el
hipocampo y otras areas de la corteza limbica poseen un volumen reducido en comparacion
con controles de la misma edad (Saitoh, Karns, & Courchesne, 2001), mientras que existe
informacién contradictoria que sugiere gue hay un incremento en el volumen hipocampal
de personas adolescentes con TEA (Groen, Teluij, Buitelaar, & Tendolkar, 2010) o en
cualquier punto del desarrollo (Geuze, Vermetten, & Bremner, 2005; Schumann et al.,
2004).

Igualmente, Kemper y Bauman (1993) describieron la presencia de neuronas de
menor tamafio, mas empaquetadas y con arborizaciones dendriticas de complejidad

reducida (Raymond, Bauman, & Kemper, 1995) en varias estructuras del sistema limbico,
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incluido el hipocampo. Weigel y colaboradores (2010) analizaron los cerebros post mortem
de trece sujetos con TEA, hallando una distorsion citoarquitecténica local de la corteza
entorrinal en dos de ellos, del hipocampo en cuatro y del giro dentado en dos mas, en
comparacion con cerebros de sujetos neurotipicos de edades similares; concluyendo, a su
vez, que existen irregularidades por displasia laminar en el hipocampo de algunos
individuos con TEA, sugiriendo anormalidades en la migracion neuronal durante el
desarrollo (Wegiel et al., 2010). No obstante, el papel de las células de la glia permanece
sin ser analizado en el hipocampo de individuos con TEA.

3.3 Células de la glia

Las células de la glia, o células gliales, fueron descritas inicialmente por Rudolf
Virchow en el siglo XIX como el tejido conectivo del cerebro (Parpura & Verkhratsky, 2012).
Sin embargo, segun Ramén y Cajal, Deiters fue el primero en identificar células del SNC

gue no eran neuronas a mediados del mismo siglo (Somjen, 1988).

La caracteristica definitoria de las neuronas es su capacidad para transmitir sefiales
eléctricas con gran rapidez en forma de potenciales de accidn; mientras que las células de
la glia presentan excitabilidad mediada por incrementos de calcio intracelular, no generan
potenciales de accion y regulan la homeostasis del SNC (Allen & Barres, 2009; Parpura et
al., 2012); algunas de estas funciones se enlistan en la figura 3. El término glia abarca un
numero altamente heterogéneo de poblaciones celulares que se divide, a grandes rasgos,
en oligodendroglia, microglia, astrologia y células ependimarias (Verkhratsky, Rodriguez,
& Parpura, 2013).
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Figura 3.
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El papel de las células de la glia en la homeostasis del sistema nervioso

central. La glia desempefia una serie de funciones dedicadas al equilibrio homeostatico del
cerebro. Modificado de Zeidan-Chuilia et al. (2014).

3.3.1 Oligodendroglia

Los oligodendrocitos son las células de la glia responsables de producir una
segmentacion funcional del axolema (Mathis, Denisenko-nehrbass, Girault, & Borrelli,
2001), de promover la maduracién axonal (Colello, Pott, & Schwab, 1994) y proveer un
aislamiento eléctrico de los axones en el SNC (Gonzalez-Perez & Alvarez-Buylla, 2011).
Fueron inicialmente agrupados por del Rio-Hortega en oligodendrocitos mielinizantes y no
mielinizantes, subdividiendo a su vez los primeros en cuatro grupos (I-1V) basandose en la
morfologia celular, la localizacién y el nimero de internodos formados (Szuchet, Domowicz,
& Hudson, 2010). Se ha estimado que hasta el 75.6% del total de células gliales en la
neocorteza cerebral de humanos adultos corresponde a oligodendrocitos (Pelvig,
Pakkenberg, Stark, & Pakkenberg, 2008).

La gran mayoria de los oligodendrocitos mielinizantes se forman en el periodo

posnatal temprano por diferenciaciéon de las células progenitoras de oligodendrocitos
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(OPCs) proliferativas, las cuales expresan marcadores de superficie como el proteoglicano
NG2 y el receptor alfa al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa). Estas
células se originan a partir de un nicho en la zona ventral de la espina dorsal y del cerebro
embrionarios para después migrar y diseminarse de manera mas o menos homogénea en
el SNC (Richardson, Young, Tripathi, & McKenzie, 2011; Szuchet et al., 2010; Yu, Collarini,
Pringle, & Richardson, 1994). Tras el nacimiento, las OPCs forman oligodendrocitos
mielinizantes y se asocian con axones con didmetros superiores a 0.2 um (Richardson et
al., 2011; Simons & Trajkovic, 2006; Szuchet et al., 2010).

El papel fisiol6gico de estas células, como ya se ha mencionado, esta intimamente
ligado a la mielinizacién de los axones en el SNC (Nave, 2010; H. Zhang & Miller, 1996).
Esto influye directamente en la formacién y el mantenimiento de los nodos de Ranvier
(Rasband & Macklin, 2012; Susuki & Rasband, 2008), que son estructuras libres de mielina,
donde se agrupa gran densidad de canales de Na+ y que son fundamentales para llevar a
cabo la conduccion saltatoria de potenciales de accion (Dugandzija-Novakovi¢, Koszowski,
Levinson, & Shrager, 1995; Poliak & Peles, 2003; Shrager, 1988). Esta organizacion
ultraestructural ha permitido evolutivamente la miniaturizacion del SNC gracias a la
reduccién del diametro axonal en los vertebrados (Bullock, Moore, & Fields, 1984; Hartline
& Colman, 2007; Zalc, Goujet, & Colman, 2008).

Se sabe que el numero de oligodendrocitos en el hipocampo dorsal de ratones, una
region asociada con el aprendizaje y la memoria es constante durante el desarrollo,
mientras que en el hipocampo ventral, la porcién asociada con la conducta emocional, el
numero de oligodendrocitos decae con la edad, posiblemente debido a un declive en el

numero de OPCs que les dan origen (Yamada & Jinno, 2014).

Por otra parte, se reporté que, en hembras de ratbn embarazadas, la inoculacién
con RNA de doble cadena (poli-I:C) — un modelo de activacién inmune materna (AIM) —
genera una disminucion en el contenido de la proteina basica de mielina (MBP, por sus
siglas en inglés myelin basic protein) en la progenie durante la etapa posnatal temprana, en
comparacion con ratones inoculados con sélo el vehiculo. Ademas, se reportd una
disminuciéon en la mielinizacién de axones y en el didmetro de vainas de mielina del
hipocampo, sin una evidente reduccién en el nimero de oligodendrocitos. Estos cambios
sin embargo se revirtieron en la etapa adulta, sugiriendo que las anormalidades en la
mielinizacién durante el periodo poshatal temprano podrian relacionarse con la aparicion

de trastornos del neurodesarrollo asociados a AIM (Makinodan et al., 2008).
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3.3.2 Microglia

El sistema nervioso ha sido moldeado evolutivamente como un sitio inmunolégicamente
quiescente (Phillips & Lampson, 2000), gracias a la baja expresion de moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés major
histocompatibility complex) y a la estricta regulacion por parte de la barrera
hematoencefalica que evita el libre transito de células inmunolégicas y factores solubles del
plasma hacia el parénquima cerebral (Pachter, De Vries, & Fabry, 2003). Todos los tejidos
del cuerpo cuentan con una poblacion de células de origen mieloide con funciones
inmunologicas (Kofler & Wiley, 2011) que regulan tanto las respuestas inflamatorias no
especificas (inmunidad innata), como las respuestas antigeno especificas (inmunidad
adaptativa) (Aloisi, 2001). En el caso del SNC, las células de la microglia cumplen esa

funcion.

La microglia es el conjunto de células fagociticas mononucleares méas abundantes del
SNC, representando hasta el 10% del total de las células en éste (Colonna & Butovsky,
2017). Estas se distribuyen de manera ubicua pero no uniforme a lo largo del SNC, siendo
el hipocampo una de las estructuras mas densamente pobladas por estas células (Lawson,
Perry, Dri, & Gordon, 1990).

La microglia se origina a partir de progenitores mieloides tempranos provenientes del
saco vitelino, antes del dia embrionario 8 (E8) en ratones, y migran para colonizar el tubo
neural, donde persisten durante toda la vida del organismo y se mantienen por division lenta
(Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012).

Tras ingresar al SNC durante el desarrollo temprano, la microglia experimenta cambios
gue la convierten en células en reposo, que constantemente escanean el entorno en busca
de sefales de dafio (Nimmerjahn, Kirchhoff, & Helmchen, 2005). Estas células desempefian
un papel fundamental en el mantenimiento y limpieza de desechos celulares (Beyer, Gimsa,
Eyupoglu, Hailer, & Nitsch, 2000), asi como en la regulacion de la respuesta inmunolégica
innata del SNC (Kofler & Wiley, 2011; Streit, Conde, Fendrick, Flanary, & Mariani, 2005).

Se ha descrito su participacion en la induccion de la inflamacion (D’Mello, Le, & Swain,
2009), en la citotoxicidad (Merrill, Ignarro, Sherman, Melinek, & Lane, 1993) y en la
regulacion de la respuesta de células T como célula presentadora de antigenos (Aloisi, De

Simone, Columba-Cabezas, Penna, & Adorini, 2000; Gehrmann, Banati, & Kreutzberg,
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1993) en un contexto estrictamente regulado por la actividad neural (Aloisi, 2001; Phillips &
Lampson, 2000).

La microglia expresa constitutivamente el marcador de superficie de macréfagos CD11b
y posee un fenotipo de reposo caracterizado por una baja expresion de proteinas del MHC
de clase Il (Kreutzberg, 1996; Sedgwick et al., 1991) y una baja expresién de moléculas co-
estimuladoras (Kaur, Han, Yang, & Crane, 2010; Menendez Iglesias, Cerase, Ceracchini,
Levi, & Aloisi, 1997; Satoh, Lee, & Kim, 1995); y a diferencia de los macr6fagos en tejidos
periféricos, la microglia se especializa en montar respuestas restringidas espacial y
temporalmente para mantener un ambiente inmunolégicamente silencioso en el SNC
(Aloisi, 2001).

Ademas, la microglia juega un papel importante en la eliminacion estructural de sinapsis
durante el desarrollo del SNC. Este proceso involucra la fagocitosis de elementos pre- y
postsinapticos durante la primera semana postnatal. Estos eventos tempranos de poda
sinaptica son dependientes de diferentes moléculas tales como el receptor 1 a la quimiocina
CX3CL1 (CX3CR1) expresado exclusivamente por la microglia en el SNC (Paolicelli et al.,
2011), y el receptor a complemento 3 (CR3) (Schafer et al., 2012). Las proteinas de la via
clasica del complemento median la eliminacion de sinapsis inmaduras a través de su
opsonizacion, marcandolas para ser fagocitadas por la microglia (Schafer et al., 2012;
Stevens et al., 2007). Se piensa que la poda sindptica podria continuar siendo relevante en
estados posteriores de la vida pues recientemente se reportd que la microglia en la CPF de
ratas de ocho semanas de edad tiene un papel relevante en la eliminaciéon de sinapsis
durante el periodo de suefio; presumiblemente aquellas sinapsis mas débiles (Choudhury
et al., 2020).

Se ha observado que la morfologia de la microglia se relaciona con el estado de
activacion celular (Giulian, 1987; Suzumura, Marunouchi, & Yamamoto, 1991). En el estado
de reposo, estas células poseen una morfologia altamente ramificada, con largos procesos
cuyas terminaciones son bulbosas, posibilitando la vigilancia del microambiente circundante
(Nimmerjahn et al., 2005). Mas aun, se ha reportado que estas proyecciones forman zonas
de contacto con las terminales sinapticas in vivo a razon de una vez por hora en condiciones

fisiol6gicas (Wake, Moorhouse, Jinno, Kohsaka, & Nabekura, 2009).

Un estado de activacion intermedio se ha descrito, por ejemplo, a partir de modelos en

roedores de dafio isquémico cerebral, en el cual la microglia conserva sus procesos
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celulares ligeramente hipertréficos, pero aumenta su expresion de moléculas de adhesion
ICAM-1, VLA-4 y MHCI (Ladeby et al., 2005). Evidencia adicional proveniente de tejido post
mortem de pacientes con Alzheimer y esclerosis multiple sefiala que la microglia con
morfologia ramificada tiene la capacidad de expresar moléculas de HLA-DR asi como
CD68, ambos marcadores clasicos del estado reactivo de la microglia (Hendrickx, van
Eden, Schuurman, Hamann, & Huitinga, 2017).

Por otro lado, el estado reactivo, tipo macréfago o ameboide, se caracteriza por una
morfologia mas compacta, con forma oval y reducida en procesos o prolongaciones
(Giulian, 1987). Esta forma se ha vinculado con la activacién debido a la formacién
temprana de estructuras esferoides en su citoplasma, producto de la fagocitosis de residuos
de tejido dafado y desechos celulares tras una lesion (Nimmerjahn et al., 2005), aunado a
una mayor actividad enzimatica y a una mayor produccidon de anién superéxido (O2)
(Suzumura et al., 1991)

Sobre el papel de la microglia en el hipocampo, existe un estudio que sugiere la
presencia de microglia activada con un patron sexualmente dimérfico en la region CA1 del
hipocampo de ratones al dia posnatal 15 observandose un pico en la expresion de la
molécula CD68 en la superficie de la microglia de hembras y machos, lo cual se
correlacion6 con un aumento en la densidad de espinas dendriticas en neuronas
piramidales de la misma region en hembras, pero no en machos; sugiriendo que estas
diferencias en la poda sinaptica durante el desarrollo temprano podrian relacionarse con la
marcada disimilitud en la prevalencia en hombres y mujeres de trastornos del
neurodesarrollo como el TEA (Weinhard et al.,, 2018); sin embargo, resta hacer mas
estudios que confirmen estas diferencias sexuales y su papel en el desarrollo funcional de

los circuitos hipocampales.

Finalmente, se ha reportado que la microglia desempefia un papel activo en la limpieza
y remocién de restos celulares derivados de la apoptosis de neuroprogenitores en la zona
subgranular (ZSG) del giro dentado durante los primeros cuatro dias tras la division del
progenitor neural en ratones. Esta fagocitosis se desempefia por microglia no activada
(ramificada), en ausencia de marcadores de activacién (CD11by CD68) (Sierraetal., 2010),
sugiriendo que la microglia posee un papel importante en el moldeado de los circuitos

neurales aun en el estado adulto.
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3.3.3 Astroglia

El término astroglia se usa para referirse a todas aquellas células no mielinizantes
macrogliales del SNC. Son las células de la glia mas abundantes en el cerebro y se
distribuyen de manera heterogénea en diferentes areas del SNC; superando en nimero a
las neuronas en la corteza cerebral mientras que se hallan de manera escasa en el cerebelo
0 en las capas de neuronas piramidales del hipocampo (Allen & Eroglu, 2017; Khakh &
Sofroniew, 2015).

Estas células poseen una complejidad morfologica Unica que se caracteriza por un
denso arreglo de procesos que se intercalan con los elementos neuronales, y algunos de
estos procesos forman zonas de contacto con la vasculatura cerebral (Nedergaard,
Ransom, & Goldman, 2003). Tienen un diametro de entre 40-60 um y el 90-95% de su
superficie esta conformada por ramificaciones (Bushong, Martone, Jones, & Ellisman, 2002;
Ogata & Kosaka, 2002).

Los estudios de neuroanatomia clasicos categorizaron a los astrocitos en dos
grupos con base en su morfologia y localizacion (Kettenmann & Verkhratsky, 2008). El
primer grupo corresponde a los astrocitos protoplasmicos de la materia gris (Allen & Eroglu,
2017). Los astrocitos protoplasmicos definen la microarquitectura dividiendo la materia gris
en dominios relativamente independientes que conforman la base estructural de las
unidades neurovasculares (Verkhratsky et al., 2013). Estos astrocitos extienden dos tipos
de procesos: los primeros son extensiones finas perisinapticas que cubren la mayoria de
las sinapsis en su vecindad (Bushong, Martone, & Ellisman, 2004; Witcher, Kirov, & Harris,
2007); se estima que un solo astrocito puede contactar hasta 100,000 sinapsis en el
hipocampo de ratén (Bushong et al., 2002). Los segundos son procesos de gran didmetro
gue forman contactos directos (pies terminales) con la pared de los vasos sanguineos (Foo
et al., 2011; ladecola & Nedergaard, 2007). El segundo grupo incluye a los astrocitos
fibrosos de la materia blanca, los cuales se asocian con los tractos axonales mielinizados,
como el cuerpo calloso (Allen & Eroglu, 2017). Estos se diferencian de los primeros porque
sus procesos celulares son largos, cilindricos, lisos y se ramifican con poca frecuencia
(Cheng, Sourial, & Doering, 2012).

Los astrocitos se encuentran involucrados en una variedad de actividades
regulatorias de la homeostasis cerebral generalizada, tal como el establecimiento y

mantenimiento de la barrera hematoencefalica (Abbott, 2002; Abbott, Rénnback, &
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Hansson, 2006; Hayashi et al., 1997), principalmente mediante la modulaciéon de las
uniones estrechas que las células endoteliales forman en el SNC (Wolburg et al., 1994).

También han sido vinculados a la homeostasis de la neurotransmision por su papel
en el mantenimiento del equilibrio extracelular del potasio mediante su captacion a través
de canales especificos expresados en su membrana celular (Seifert, Henneberger, &
Steinhauser, 2018) y su redistribucion a otros sitios del cerebro por uniones gap con otros
astrocitos (Wallraff et al., 2006; Walz, 2000); asi como en la limpieza de neurotransmisores
de la hendidura sinaptica. Estos eventos repercuten directamente en la excitabilidad celular
y contribuyen a evadir el dafio neurolégico por excitotoxicidad (Hertz & Chen, 2016; Kofuji
& Newman, 2004).

Adicionalmente, existe evidencia de que los astrocitos intervienen en una serie de
procesos relacionados con la formacion (Allen et al., 2012; Christopherson et al., 2005;
Kucukdereli et al., 2011), maduracion (Pfrieger & Barres, 1997; Ullian, Sapperstein,
Christopherson, & Barres, 2001) y eliminacién de sinapsis (Bialas & Stevens, 2013; Chung
et al., 2013; Schafer et al., 2012; Stevens et al., 2007).

La formacion y modulacion de las sinapsis por parte de los astrocitos tiene lugar
principalmente gracias a la secrecién de sustancias neuroactivas conocidas como factores
sinaptogénicos (Araque et al., 2014; Clarke & Barres, 2013). Hasta ahora se ha descrito el
papel del colesterol (Mauch, Na, & Schumacher, 2001), de la trombospondina 1 (TSP1)
(Cheng, Lau, & Doering, 2016; Garcia, Torres, Helguera, Coskun, & Busciglio, 2010), de los
glipicanos (Allen et al., 2012) y de la hevina como promotores de la sinaptogénesis; asi
como de la proteina SPARC como su inhibidora (Kucukdereli et al., 2011). Asimismo, estas
células pueden modular la actividad sinaptica a través de la interaccion fisica directa con
ella (Haber, Zhou, & Murai, 2006; Nishida & Okabe, 2007).

De forma importante, se ha reportado que los astrocitos tienen la propiedad de
remover sinapsis en un proceso dependiente de fagocitosis mediada por las vias de
MEGF10 y MERTK, tanto in vitro como in vivo en el sistema retinal geniculado con un pico
de actividad entre los dias posnatales 4 y 6 en ratones (Chung et al., 2013). Adicionalmente,
se demostré que, en presencia de astrocitos inmaduros, las células derivadas de ganglio
retinal aumentan la expresién de la proteina del complemento C1q entre los dias posnatales
5y 10, con un declive hacia el dia posnatal 30 (Stevens et al., 2007), posiblemente gracias

a la influencia de factores solubles secretados por los astrocitos (Clarke & Barres, 2013).
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Finalmente, existe evidencia de que, en el hipocampo de ratones, la interaccion
entre el receptor de membrana EphB, expresado por neuronas, y su ligando efrina B1,
presente en la membrana plasmatica de astrocitos, podria inducir la eliminacion de sinapsis
mediante trans-endocitosis mediada por los mismos astrocitos. Lo anterior es debido a que
se observdé un aumento en el nimero de puntas sinapticas y de espinas dendriticas
inmaduras en la regién CA1l tras la delecion de efrina B1 de forma especifica en los
astrocitos; en contraste con una eliminacién excesiva de espinas dendriticas cuando se
sobreexpresa efrina B1 en astrocitos de la misma region del hipocampo (Koeppen et al.,
2018). Mas aun, en el Ultimo caso se observo que los ratones experimentaban afectacion
en la adquisicion de nuevos recuerdos utilizando un paradigma de condicionamiento de
miedo, probablemente debida a la reduccién en el nimero de sinapsis disponibles para la
formacion de la memoria (Koeppen et al., 2018), sugiriendo que los astrocitos podrian tener

un papel activo en la constitucion de la memoria contextual que involucra al hipocampo.

Lo anterior demuestra que esta poblacién celular posee un papel activo en la
plasticidad sinaptica estructural (Barker & Ullian, 2010), lo que podria influir fuertemente en
la plasticidad funcional contribuyendo a eventos como la formaciéon de la memoria y el
aprendizaje (Ota, Zanetti, & Hallock, 2013).

3.3.4 Células ependimarias

En la mayoria de mamiferos adultos, las células gliales ependimarias (EGC, por sus
siglas en inglés ependymal gilal cells) son células especializadas que recubren la superficie
ventricular del SNC en forma de un epitelio cibico o columnar simple, que se extiende
desde los ventriculos laterales hasta el filum terminal de la médula espinal (Del Bigio, 1995,
2010).

Las EGCs se originan a partir de células de la glia radial entre los dias embrionarios
14 y 16 en ratones a través de un proceso dependiente del factor de transcripcion FoxJ1 y
de proteinas de la familia Geminina, completando su maduracion a lo largo de la primera
semana posnatal (Jacquet et al., 2009; Ortiz-Alvarez et al., 2019; Spassky et al., 2005) y se
ha descrito que un subconjunto de EGCs pueden actuar como células troncales pues
mantienen la capacidad de dividirse de forma asimétrica para dar lugar a células que se
transfieren a la zona subventricular (ZSV), por lo cual pueden tener un papel en la

generacion de neuroblastos y astrocitos en el cerebro adulto tras una lesion isquémica, pero
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no bajo condiciones fisiolégicas (Carlén et al., 2009; Gleason, Fallon, Guerra, Liu, & Bryant,
2008).

Las EGCs se encuentran polarizadas con respecto al plano del mismo epitelio que
forman, proyectando su superficie apical multiciliada hacia el lumen ventricular, donde se
encuentran en contacto permanente con el liquido cefalorraquideo (LCR) (Kishimoto &
Sawamoto, 2012), el cual recirculan mediante el batido coordinado de sus cilios (Zappaterra
& Lehtinen, 2012). Se mantienen unidas mediante proteinas de unién adherente (cadherina
y B-catenina) y de uniones estrechas (ocludina y ZO-1) expresadas en la interfase apical-
lateral de cada célula (Del Bigio, 2010; Lippoldt et al., 2000). Se ha propuesto que ademas
de sus funciones sensoriales al interior del ventriculo, las ECG también pueden actuar como
mediadoras de la homeostasis metabdlica entre el LCR y el parénquima cerebral y su
disfuncion podria estar implicada en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas
(Stratton, Shah, Sinha, Crowther, & Biernaskie, 2019).

En individuos con TEA, datos preliminares reportan una reduccién en el contenido
de heparan sulfato en la ZSV de los ventriculos laterales, desde infantes hasta sujetos
adultos (Pearson, Corley, Vasconcellos, Blanchard, & Blanchard, 2013), ademas de una
reduccion en la densidad de células en el espacio hipocelular y un aumento en el porcentaje
de células ependimarias PCNA+ en la ZSV septal (Kotagiri, Chance, Szele, & Esiri, 2014).
Se sabe que las células ependimarias tienen una importante relacion con la ZSV, formando
pozos neurogénicos en el cerebro adulto (Morrens, van den Broeck, & Kempermann, 2012);
sin embargo, se requiere de mayor evidencia para establecer una relacién entre

alteraciones moleculares de esta region y el fenotipo del TEA.

3.3.5 Alteraciones de la glia asociadas al TEA

Como ya se ha mencionado, la etiologia del TEA es poco claray su origen esté lejos
de poder ser explicado de forma exclusiva por mecanismos genéticos o por factores
ambientales. Muchos de los genes relacionados con esta condicion parecen tener que ver
con la actividad neuronal (Y. Li, Zhang, & Li, 2019), sin embargo, se ha propuesto que las
células gliales del SNC se encuentran involucradas en la patogénesis del TEA por (i)
alteraciones en el programa del neurodesarrollo, (i) neuroinflamacion y (iii) sinaptopatia
(Zeidan-Chulia et al., 2014).
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La plasticidad cerebral esta regulada en el nivel subcelular, el nivel celular y el nivel
de redes celulares complejas. Estas redes dependen de la formaciéon de contactos entre
células, conocidas como sinapsis, y la remodelacion de estas redes neurales tiene como
consecuencia la ya mencionada plasticidad. Esta remodelacion es un fenémeno
estrechamente relacionado con la homeostasis general del cerebro que esta estrictamente
regulada por la glia (Zeidan-Chulia et al., 2014)

Diversos estudios han demostrado que la microglia y los astrocitos presentan
patrones andmalos de sobreactivacion y de distribucién espacial, ademas de aumentos en
su densidad en diferentes regiones del cerebro de sujetos con TEA (Lee, Azmitia, &
Whitaker-Azmitia, 2017; Morgan, Barger, Amaral, & Schumann, 2014; Morgan et al., 2012,
2010; Tetreault et al., 2012; Vargas, Nascimbene, Krishnan, Zimmerman, & Pardo, 2005),
mientras que los genes relacionados con la respuesta inmunoldgica se encuentran
igualmente encendidos (Edmonson, Ziats, & Rennert, 2014; Gupta et al., 2014; Voineagu
et al., 2011). Mé&s aun, al evaluar la alteracién en la expresion de estos genes célula por
célula se ha observado que, en la CPF y la corteza cingulada anterior, las neuronas y la
microglia se ven preferentemente afectadas en los individuos con TEA (Velmeshev et al.,
2019). Lo anterior indica que la respuesta inmunoldgica tiene un papel importante en el
desarrollo del TEA, particularmente aquellas respuestas mediadas por la microglia en el
SNC.

En el caso particular de los astrocitos, se ha documentado extensamente que
diversos elementos celulares como factores de transcripcion, proteinas de anclaje vy
proteinas de citoesqueleto de los astrocitos alteran su expresion durante un proceso
conocido como astrogliosis, cuyas caracteristicas varian segun la severidad del estimulo, y
son dependientes del contexto intra e intercelular de los mismos astrocitos; siendo GFAP
una de éstas, la cual aumenta su expresion en diversas patologias del SNC (Sofroniew,
2009, 2014), y se ha reportado elevada en diversas areas corticales de individuos con TEA
(Crawford et al., 2015; Laurence & Fatemi, 2005).

Ademads, altos niveles de citocinas proinflamatorias como interleucina (IL)-6 (Wei et
al., 2011), interferon gamma (IFN-y), factor estimulador de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF, por sus siglas en inglés granulocyte and monocyte colony stimulating
factor), IL-8 (Li et al., 2009), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, por sus siglas en inglés

tumor necrosis factor) e IL-13 (Masi et al., 2015), asi como de la citocina antinflamatoria IL-
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37 (Tsilioni et al., 2019) se han descrito en el cerebro y en el suero (Ashwood et al., 2011)
de sujetos con TEA.

A pesar de que la contribucion especifica de las células de la glia a la sintomatologia
del trastorno resta aun por determinarse, los estudios en modelos animales apoyan una
asociacion directa entre la neuroinflamacion y el TEA, sugiriendo que eventos como la
gliosis reactiva puede incidir en distintas alteraciones funcionales y estructurales de la
conectividad cerebral (Petrelli et al., 2016). Una propuesta de las interacciones entre las
células de la glia y las neuronas durante el estado fisioldgico y durante las condiciones

disruptivas del TEA se presenta en la figura 4.
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Figura 4. La relacién entre neuronas y células de la glia en condiciones
fisioldgicas y disruptivas durante el TEA. En condiciones fisioldgicas, los astrocitos y la
microglia son responsables de liberar numerosos factores que mantienen la homeostasis
cerebral como neurotransmisores (glutamato, D-serina) y factores sinaptogénicos
(trombospondina 1, glipicanos) que pueden promover la formacién y la maduracién de las
sinapsis. En condiciones patolégicas, como durante el TEA, algunas citocinas
proinflamatorias pueden influir en el desarrollo de un estado neuroinflamatorio crénico en el
cual los astrocitos y la microglia se activan y secretan sustancias que exacerban el estado
inicial de inflamacién. Modificado de Petrelli, Pucci & Bezzi (2016).
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3.4 Modelos animales no humanos para el estudio del TEA

Debido a la escasez de tejido cerebral post mortem de individuos con TEA, se han
realizado relativamente pocos estudios a nivel celular y molecular en comparacion con otras
afecciones del SNC, como el Alzheimer y la esquizofrenia. En este sentido, los modelos
animales representan una oportunidad Unica para integrar los aspectos conductuales del
TEA, con imagenologia cerebral in vivo y con la caracterizacion celular y molecular del tejido

post mortem en un mismo individuo (Bauman & Schumann, 2018).

Idealmente, un modelo animal para el TEA deberia poseer (1) validez de concepto,
es decir, que comparte aquella anormalidad molecular que se presenta en humanos; (2)
validez de aspecto, 0 sea que el modelo captura aspectos del fenotipo observado en
humanos de manera exitosa; y (3) validez predictiva, con la cual ciertos tratamientos
farmacoldgicos con probada eficacia en humanos seran igualmente efectivos para revertir
los signos anélogos del TEA que el animal muestra (Harony-Nicolas & Buxbaum, 2015; Bey
& Jiang, 2014).

Una de las dificultades para hallar modelos animales que sean significativos para el
estudio del TEA es que su diagnéstico en humanos se hace a través de rasgos
conductuales particulares, y por lo tanto existe una inherente heterogeneidad en la
manifestaciéon de los signos y sintomas que lo caracterizan. Por lo anterior, se han
desarrollado distintas pruebas neuroconductuales en modelos animales para demostrar
pautas de conducta que sean analogas a las de las personas con TEA (Ergaz, Weinstein-
Fudim, & Ornoy, 2016; Moy et al., 2007). A pesar de que ciertos componentes del TEA
presentes Unicamente en humanos no pueden ser reproducidos en su totalidad por los
modelos animales, algunos de ellos con endofenotipos relevantes pueden ofrecer
herramientas Utiles para el estudio de este grupo de trastornos, por lo que se han empleado,
principalmente, roedores para modelar aspectos genéticos y fenotipicos del TEA (Bauman,
Crawley, & Berman, 2019; Homberg et al., 2016).

Por otro lado, los ratones de laboratorio de la especie Mus musculus son
particularmente adecuados para modelar aspectos conductuales del TEA pues se ha
descrito en detalle su comportamiento natural, ademas de ser generalmente sociales, con
un ndmero de interacciones entre individuos facilmente medibles, asi como patrones de
comunicacion que se expresan a través de sefiales olfatorias y vocalizaciones (Bauman et
al., 2019; Hrabovska & Salyha, 2016).
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A la fecha se han desarrollado mas de setenta modelos murinos para el TEA,
creadas a través de: (1) manipulaciones farmacoldgicas y ambientales, como el modelo en
roedores de exposicion prenatal a acido valproico, establecido originalmente en ratas por
Rodier y colaboradores (Rodier, Ingram, Tisdale, Nelson, & Romano, 1996), posteriormente
adaptado a ratones (Nicolini & Fahnestock, 2018); (2) modificaciones genéticas con base
en los hallazgos sobre genes relacionados a sindromes comérbidos al TEA como la
delecion del gen Fmrl, que se asocia al FXS (Moy, Nadler, Magnuson, & Crawley, 2006).
Algunos ejemplos adicionales de modelos murinos genéticos y no genéticos para el TEA se

enlistan en la tabla 4.

Tabla 4. Modelos murinos genéticos y no genéticos relevantes para el estudio del
TEA. Modificada de Bey & Jiang (2014).

Alteraciones conductuales que se asocian con el

Modelo TEA®

Modelos monogénicos sindromicos
Fmrl (-1y) * sociabilidad

1 ansiedad social

1 estereotipias

1 actividad

| aprendizaje / memoria
Pten (cKO) | sociabilidad

| novedad social

En neuronas post-mitéticas que 1 acicalamiento propio
expresan la enolasa especifica de t ansiedad

neuronas (Eno2-Cre). 1 actividad

| aprendizaje / memoria
Mecp?2 ™Hze (exén 3) | habilidades motoras

| aprendizaje / memoria
Tscl (cKO) | sociabilidad

| novedad social
En células de Purkinje del 1 acicalamiento propio

cerebelo (Pcp2-Cre). 1 inflexibilidad al cambio
Modelos monogénicos no sindrémicos
Nrxn1a * sociabilidad

+ novedad social

+ ansiedad

* actividad
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Nlgn4 (-/-)

+ sociabilidad

1 perseverancia

1 estereotipias

1 ansiedad

| habilidades motoras

Shank3 (ex4-97)

| sociabilidad

| novedad social

| interaccion con pares
1 inflexibilidad al cambio
1 estereotipia

| aprendizaje / memoria

Modelos de variacién en el nimero copias (CNV)

15911-13dup (Dp(7)15)

| sociabilidad

1 inflexibilidad al cambio
1 ansiedad

| actividad

16p11.2del (Df(7)16)

- sociabilidad
1 estereotipias
1 actividad

17p11.2dup (Dp(11)17)

| sociabilidad

| novedad social

1 ansiedad

1 actividad

| aprendizaje / memoria

Modelos no genéticos

BTBR

| sociabilidad (&)

| novedad social

1 acicalamiento propio

1 inflexibilidad al cambio
1 estereotipia

1 ansiedad

- aprendizaje / memoria

C58/J

| sociabilidad (&)
1 estereotipia motora
1 acicalamiento propio

a 1, aumentado; |, disminuido; -, sin cambios; +, reportes contrastantes; Q. hembras;
4, machos. ® -/-, homocigoto para el alelo nulo; +/-, heterocigoto para el alelo nulo; cKO,

knockout condicional; KI, knock-in.
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No obstante, dado que una caracteristica observada del TEA es su heterogeneidad
genética y fenotipica, y dado que los casos de TEA asociados a genes de riesgo
representan tan solo 10-20% de todos los casos (Geschwind, 2011), el uso de modelos
murinos monogénicos para su estudio limitan la utilidad para modelar la complejidad
intrinseca de este grupo de trastornos (Moy et al., 2006), por lo que la crianza endogamica
de cepas definidas conductualmente como “tipo autistas”, tales como las cepas BTBR T+
tf/J (BTBR) y C58/J, ha surgido como una excelente alternativa para definir aspectos
experimentales del TEA en un modelo animal (Bauman et al., 2019; Bey & Jiang, 2014;
Ellegood et al., 2015).

3.4.1 Lacepamurina C58/J como modelo de estudio del TEA

La cepa murina C58/J fue desarrollada por McDowell en 1921 mediante el cruce
endogamico de ratones provenientes de la reserva Lathrop (The Jackson Laboratory, 2009).
Haciendo uso de pruebas conductuales especialmente desarrolladas para esta especie, se
ha demostrado que los individuos de esta cepa exhiben pautas de comportamiento
similares a las de los sujetos con TEA, incluyendo conductas repetitivas que se expresan a
través de levantamientos, saltos verticales y piruetas que aparecen temprano en el
desarrollo (dia postnatal 6) y persisten hasta la adultez (Blick et al., 2015; Ryan, Young,
Crawley, Bodfish, & Moy, 2010). Ademas, presentan preferencia por un mismo objeto;
perfiles de hiperactividad (Blick et al., 2015); déficits sociales que se manifiestan a través
de una disminuida preferencia social y una disminuida transmisién de la preferencia por
comida; ademas de estereotipias motoras y un bajo desempefio en el laberinto de T (Moy
et al., 2008; Ryan, Young, Crawley, Bodfish, & Moy, 2010).

Sobre el perfil genético de la cepa, un estudio en particular hallé la presencia de
polimorfismos de un solo nucleétido en 97 genes de la cepa C58/J tales como CACNALC,
CNTNAP2, GABRA5 y GABRB1, que se relacionan primordialmente con funciones
neuronales; y cuyos homélogos en humanos se han asociado al TEA como factores de

riesgo (Moy et al., 2014).

Pocas investigaciones han abordado las diferencias neuroanatémicas presentes en
esta cepa. Un estudio de Wilkes y colaboradores (2019) demostré por imagenes de
resonancia magnética que los ratones de la cepa C58/J muestran alteraciones morfoldgicas
gue se expresan a través de una disminucién del volumen cerebral total. También

demostraron que el volumen aumentado en los nlcleos estriado y subtalamico, asi como
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en la region crus Il del cerebelo, se correlaciona positivamente con el nimero de actividades
motoras repetitivas (saltos verticales y piruetas). Interesantemente, este mismo estudio
hall6 que el hipocampo de estos ratones posee un mayor volumen relativo en comparacion
con la cepa C57BL/6J, tal como se ha reportado en individuos humanos con TEA de
distintas edades (Groen et al., 2010; Schumann et al., 2004; Sparks et al., 2002).

Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que los ratones de la cepa C58/J
muestran alteraciones en el contenido de proteinas de citoesqueleto neuronal en la CPF y
en el hipocampo y, de manera importante, presentan una reduccion en el contenido de la
proteina astrocitica secretada TSP-1 en estas dos regiones (Barén-Mendoza et al., 2018).
Nuestro grupo también ha demostrado que existen alteraciones en la complejidad del arbol
dendritico de neuronas piramidales en la CPF y en el hipocampo de esta cepa. Estas
anormalidades se presentan como una reduccién en el nimero de dendritas terciarias en
el hipocampo, una reduccién en la longitud de dendritas primarias de la CPF y una
reduccion en la longitud total del arbol dendritico en ambas estructuras, indicando una
posible modificacion en la conectividad neuronal, misma que podria repercutir en las

conductas tipo autista que estos ratones presentan (Bar6n-Mendoza et al., 2019).

4, Planteamiento del problema

El uso de modelos animales ha contribuido de manera importante al entendimiento
del TEA. Particularmente, se ha observado que la cepa de ratén C58/J reproduce algunas
de las caracteristicas conductuales de los individuos con TEA, por lo que se emplea como
modelo de estudio de este trastorno. Ademas, se ha reportado que existen modificaciones
en la expresion y la fosforilacion de proteinas de citoesqueleto, asi como una disminucién
en el contenido de la proteina secretada por astrocitos TSP-1 en la CPF y en el hipocampo
de estos ratones. Estas alteraciones podrian estar asociadas a cambios en la complejidad
y en la longitud del arbol dendritico observados en las mismas regiones del cerebro de esta
cepa. Sin embargo, la contribucion de las células gliales al trastorno en este modelo no ha
sido evaluada.

Por lo tanto, la evaluacion de las poblaciones de la glia en esta cepa permitira
establecer paralelismos con relacién a los estudios en individuos con TEA, contribuyendo a
la generacion de explicaciones sobre la implicacién de estas células en el origen y desarrollo
del TEA.
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5. Hipotesis

Los ratones de la cepa C58/J con fenotipo autista exhibirdn un aumento en la
densidad de microglia y astroglia en la region CA1 del hipocampo, asi como un aumento

en la cantidad de microglia activada con respecto a ratones silvestres.

6. Objetivos

General

Evaluar las poblaciones de células gliales (astrocitos y microglia) en la region CA1

del hipocampo de ratones con fenotipo autista (C58/J).
Particulares

* Medir el contenido de las proteinas GFAP e Iba-1 en el hipocampo de los ratones
con fenotipo autista.

» Cuantificar la densidad de astrocitos y microglia en la region CA1 del hipocampo de

los ratones con fenotipo autista.

» Identificar diferencias en el estado morfologico de la microglia en la region CA1 del

hipocampo de los ratones con fenotipo autista.
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7. Procedimiento experimental
7.1  Animales

Las cepas de ratones C58/J (con fenotipo autista) y C57BL/6J (silvestre, S),
adquiridas en The Jackson Laboratory (Maine, E.U.A), se mantuvieron en la Unidad de
Modelos Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) hasta su uso. Ahi permanecieron en sistemas de
cajas ventiladas individualmente bajo condiciones estandar (temperatura media 22 + 2° C;
40 + 10% de humedad relativa; ciclo de luz:oscuridad 12:12), sobre una cama de aserrin
estéril (ENVIGO), con un periodo de aclimatacion de dos semanas después de ser
adquiridos. Los ratones fueron amamantados durante las tres primeras semanas de vida, y
recibieron una dieta comercial peletizada (TG Rodent Diet T2018S.15, ENVIGO) y agua ad

libitum durante las siete semanas posteriores.

En total, se utilizaron seis ratones de cada cepa (n = 6) en la diseccion de muestras
de tejido cerebral fresco para la cuantificacion de proteinas; y tres ratones de cada cepa (n
= 3) en la extraccion de tejido cerebral perfundido para la obtener cortes y realizar tinciones

histologicas (inmunofluorescencia y violeta de cresilo).

El mantenimiento y uso de animales se realiz6 bajo las especificaciones dictadas en
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la
Produccién, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio). La realizacion de este proyecto
estd avalada por el Comité Institucional del Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio
(CICUAL; ID 181).

7.2 Cuantificacion de proteinas gliales en el hipocampo de ratones con fenotipo

autista
7.2.1 Obtencion de muestras de tejido hipocampal fresco y extraccion de proteinas

Para analizar el contenido de proteinas, se disecaron los hipocampos de los ratones
de ambas cepas (n = 6) tras haber sido anestesiados y sacrificados de acuerdo con los
Lineamientos para la Eutanasia en Animales de la Asociacion Médica Veterinaria de
Estados Unidos (Leary et al.,, 2013). Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su

procesamiento.
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Los hipocampos de los ratones C57BL/6J y C58/J se homogenizaron en 500 pl de
amortiguador de lisis con inhibidores de proteasas (RIPA). Las proteinas se obtuvieron por
centrifugacion a 14,000 rpm, a 4 °C durante 15 minutos. Las proteinas totales de cada
homogenizado se cuantificaron en un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc., E.U.A.). Los homogenizados se almacenaron en congelacion hasta su uso.

7.2.2 Electroforesis en gel y western blot

Los homogenizados de proteinas fueron adicionados con buffer de Laemmli y se
incubaron a 100 °C durante 5 minutos. Las proteinas (200 ug) fueron separadas por SDS-
PAGE en geles de 15% y 10% para la cuantificacién de |Iba-1 y GFAP, respectivamente; a
80 mV durante 3 horas. Se incluy6 el marcador de peso molecular pretefiido Precision Plus
Protein ™ Dual Color Standards (Bio-Rad, California, E.U.A.). El contenido de cada gel fue
transferido a una membrana de nitrocelulosa por electrotransferencia semiseca, durante 2
horas a 0.06 A.

Posteriormente, las membranas se bloguearon con albimina 2%, durante 2 horas a
temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron con el anticuerpo primario IgG
policlonal de conejo anti-lba-1 (1:750; FUJIFILM Wako Chemicals, E.U.A.) o con el
anticuerpo IlgG monoclonal de ratén anti-GFAP, (1:500; Santa Cruz Biotechnology, E.U.A.),

a 4 °C, durante toda la noche.

Finalmente, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-IlgGk
de raton (1:10,000; Santa Cruz Biotechnology, E.U.A.) o0 anti-lgG de conejo (1:15,000;
Santa Cruz Biotechnology, E.U.A.) conjugados a peroxidasa de rabano (HRP), durante 40
minutos, a temperatura ambiente y en agitacion. El complejo antigeno-anticuerpo se detecto
por quimioluminiscencia (SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Susbtrate;
Thermo Scientific; Massachusetts, E.U.A) y las membranas se revelaron por

autorradiografia.

Para evaluar el control de carga, los complejos antigeno-anticuerpo presentes en la
membrana se disociaron a través de un cambio de pH, incubando las membranas con
amortiguador acido de glicina (pH 2.5) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se bloqueé la membrana como se indico previamente y fueron incubadas
con IgG monoclonal de raton anti-Tubulina a (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology, E.U.A.) a

4 °C durante toda la noche. Luego se incubaron con anti-lgGk de raton-HRP (1:10,000;
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Santa Cruz Biotechnology, California, E.U.A.) durante 40 minutos a temperatura ambiente,

y se revelaron como se mencioné previamente.

Entre cada paso del proceso posterior a la electrotransferencia, las membranas se
lavaron 3 veces, 5 minutos por vez, con TBS-Tween 0.1% en agitacion y a temperatura

ambiente.

7.3 Perfusién y obtencion de cerebros para cortes y tinciones histologicas

En la décima semana de edad, los ratones de ambas cepas (n = 3) fueron
anestesiados y sacrificados de acuerdo con los Lineamientos para la Eutanasia en
Animales de la Asociacion Médica Veterinaria de Estados Unidos (Leary et al., 2013)l.
Inmediatamente después se perfundieron via intracardiaca con 60 ml de buffer salino de
fosfatos (PBS) 1x y con 60 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. Posteriormente,
se decapitaron y se extrajeron sus cerebros. Los cerebros permanecieron en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas a 4 °C y posteriormente se deshidrataron
sumergiéndolos en un gradiente de sacarosa: 10, 20 y 30%, manteniéndolos 24 horas en

cada solucién a 4 °C. Finalmente, los cerebros se almacenaron a -70 °C hasta su corte.

Se realizaron secciones de la regién dorsal del hipocampo (bregma -2.03 a -2.27
mm, Fig. 5) de 20 um de espesor a -22 °C, empleando un criostato (Leica CM1850), para
lo cual los cerebros se incluyeron en medio FSC 22 ™ Surgipath ® (Leica Microsystems).
Los cortes se montaron en portaobjetos para microscopio y se mantuvieron a temperatura

ambiente hasta su tincion.

Figura 5. Localizacion de la region CA1 del hipocampo. Imagenes representativas
del hipocampo de raton (A) y de la region CA1 (B) que fue estudiada en el presente trabajo.
Cornu Ammonis 1, CA1; giro dentado, GD. Modificada del Allen Mouse Brain Atlas (2008).
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7.3.1 Tincién de Nissl

Los cortes de cerebro se rehidrataron en PBS 0.01 M durante 3 minutos.
Posteriormente, se sumergieron en violeta de cresilo 0.5 % durante 3 minutos;
inmediatamente después se sumergieron en agua ultrapurificada Milli-Q ® durante 1 minuto

para retirar el exceso de colorante.

A continuacion, las muestras fueron sumergidas en etanol 70, 96% y absoluto,
sucesivamente, durante 2 minutos en cada concentracion. Por ultimo, se sumergieron en
xileno durante 2 minutos y se colocé un cubreobjetos sobre los tejidos utilizando CytoSeal
™ 60.

7.3.2 Inmunofluorescencia

Los cortes de cerebro se rehidrataron en PBS durante 3 minutos. Posteriormente,
se incubaron en una solucién de citrato de sodio 10 mM, a 80 °C, durante 30 minutos. Los
cortes se permeabilizaron con metanol absoluto en congelacién, durante 10 minutos y se
bloguearon con suero de cabra 5%, durante toda la noche a 4 °C, en camara humeda.
Después, se incubaron durante 24 horas con los anticuerpos primarios IgG monoclonal de
ratén anti-GFAP (1:200; Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, California, E.U.A.) e IgG
policlonal de conejo anti-lba-1 (1:750; FUJIFILM Wako Chemicals, E.U.A.) a 4°C, en una
camara humeda. Finalmente, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios
IgG de cabra Alexa-Fluor ® 488 (AF488) anti-raton (1:1000; Life Technologies; Carlsbad,
California, E.U.A.) e IgG de cabra Alexa-Fluor ® 594 (AF594) anti-conejo (1:15; Life
Technologies, Oregoén, E.U.A.) durante 1 hora; y con Hoechst 33342 (1 ug/mL; Thermo
Scientific; Massachusetts, E.U.A) durante 15 minutos; a temperatura ambiente, en camara
humeda y en oscuridad. Entre cada paso de la tincion, se realizaron tres lavados de las
muestras utilizando TBS-Tween 0.1%, durante 5 minutos, en agitacion. Todas las laminillas
fueron fijadas con medio de montaje no fluorescente Vectashield ® Antifade Mounting

Medium (Vector Laboratories, California, E.U.A.).

7.4 Microscopia y analisis de imagenes

Las muestras se visualizaron utilizando un microscopio de epifluorescencia Olympus
Bx43 (Pennsylvania, E.U.A.). Se obtuvieron fotografias de seis campos de cada corte, en

la region CAL1 del hipocampo, con un aumento de 20x (Olympus WHN10x-H22; Olympus
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UPlanFLN 20x). Las imagenes se adquirieron utilizando el software ImagePro Plus 7.0
(MediaCybernetics) y una cdmara MicroPublisher 5.0 RTV (QImaging).

El analisis de las imagenes, para determinar el numero de células GFAP+ e Iba+, el
area y la intensidad media de fluorescencia (IMF) se realizé empleando los programas
Adobe ® Photoshop ® CS6 (v. 13.0 x32; Adobe Systems Incorporated) e ImageJ (v. 1.46r;
National Institutes of Health, E.U.A).

Para evaluar la morfologia de las células de la microglia, las mismas muestras se
visualizaron utilizando un microscopio confocal Nikon A1R+ STORM (Nikon Corporation;
Tokio, Japon). Se localizaron campos en la region CAl del hipocampo con células de la
microglia presentes, y se obtuvieron imagenes apiladas en z con una profundidad de por lo
menos 20 pm, en intervalos de 0.2 pm, con un aumento de 60x (Plan Apo VC 60xA WI) en
los canales de Hoechst 33342 y Alexa Fluor ® 594. Las imagenes se adquirieron usando
una camara Nikon Al Plus a través del software NIS Elements C (Nikon Corporation, Tokio,

Japon).

Las imagenes obtenidas fueron procesadas y evaluadas en el software ImageJ (v.
1.52p; National Institutes of Health, E.U.A.) utilizando los complementos AnalyzeSkeleton
(2D/3D) (v. 3.1.3) y FracLac for ImageJd, siguiendo el protocolo descrito con anterioridad
(Young & Morrison, 2018).

7.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron evaluados a través del software GraphPad Prism (v. 7.04;
GraphPad Software, Inc.). Se realizd el andlisis estadistico mediante pruebas de t de
Student para muestras no pareadas. Si los datos no presentaban los criterios de normalidad
y homocedasticidad, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para muestras no pareadas.
Los resultados se presentan como la media + error estandar de la media (E.E.M.) o como
la media + desviacion estandar (D.E.); y se consideraron significativos aquellos con un valor
de p <0.05.

Las medidas de longitud total de las ramificaciones y nimero de terminaciones de
la microglia en la region CAl del hipocampo se evaluaron mediante un analisis de
correlacion de Pearson utilizando el software GraphPad Prism (v. 7.04). A su vez, los

indices de correlacion obtenidos para cada cepa se compararon entre si mediante una
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transformacién de Fisher a valores z, utilizando el paquete de analisis cocor para R

(Diedenhofen & Musch, 2015), y se considero significativo un valor de p < 0.05.

8. Resultados

8.1 Contenido de las proteinas GFAP e |ba-1 en el hipocampo de ratones tipo
autista

Para evaluar posibles diferencias en las poblaciones de astrocitos y microglia en el
hipocampo de ratones tipo autista (C58/J) con respecto a ratones de la cepa silvestre, se

estudi6 el contenido de dos proteinas que se expresan por estas células.

En el caso del contenido de la proteina GFAP, una molécula que constituye
mayoritariamente el citoesqueleto de los astrocitos, se observé una reduccién significativa
(p <0.05) en el hipocampo de los ratones tipo autista en comparacion con ratones silvestres
(S) de la cepa C57BL/6J (Fig. 6 Ay B, arriba).

Por otra parte, el contenido de la proteina Iba-1 no mostré cambios en el hipocampo

de ratones tipo autista en comparacion con sus contrapartes silvestres (Fig. 6 Ay B, abajo).

8.2 Evaluacién del numero de astrocitos y microglia en la regiobn CA1l del

hipocampo de ratones tipo autista

Para evaluar posibles alteraciones en las poblaciones de astrocitos y microglia que
se relacionen con cambios en el numero de células en el hipocampo de los ratones tipo
autista, se analizaron estas poblaciones celulares mediante inmunofluorescencia en la

region CAL del hipocampo (Fig. 7A).

Se sabe que los astrocitos en el hipocampo muestran patrones de distribucion
heterogéneos, pues en el stratum lacunosum-moleculare la densidad de astrocitos es
mayor comparada con el stratum radiatum tanto en CAl1 como en CA3 (Seifert &
Steinhauser, 2018). En nuestros resultados podemos observar que, en el caso de los
astrocitos en el hipocampo, estos exhiben una organizacion visiblemente mas
empaquetada y homogénea hacia la porciébn mas superficial del stratum lacunosum-
moleculare en los ratones silvestres, en comparacion con una distribucion mas heterogénea

y dispersa a lo largo de los strata radiatum y lacunosum-moleculare en los ratones tipo
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autista (Fig. 7B y 7C). Por su parte, la microglia muestra una distribucién heterogénea a lo
largo de la region CA1, con una localizacion especialmente densa alrededor del estrato de
neuronas piramidales (SPi) en los ratones tipo autista, en comparacion con los ratones
silvestres donde no hay zonas con una mayor concentracion de estas células (Fig. 7B y
7C).
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Figura 6. El contenido de las proteinas GFAP e lba-1 presenta modificaciones en el
hipocampo de los ratones tipo autista. A) Imagenes representativas de western blot de
las proteinas GFAP (arriba) e Iba-1 (abajo) en el hipocampo de ratones tipo autista (C58/J)
y silvestres (S). Se utilizd la proteina a-tubulina como control de carga. B) Analisis
densitométricos de los western-blots. Las gréaficas representan la media £+ E.EE.M.; n = 6
ratones de cada cepa, datos de 3 experimentos independientes. El andlisis estadistico se
realiz6 empleando la prueba t de Student de dos colas, para muestras no pareadas. * p <
0.05.
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Figura 7. Evaluacién de astrocitos y microglia en la region CA1 del hipocampo

de ratones silvestres y tipo autista. A) Imagenes representativas de la region CAL del
hipocampo tefiido con violeta de cresilo (Nissl) (arriba) y Hoechst 33364 (abajo). B)
Imagenes representativas de la regién CA1 del hipocampo de ambas cepas. Los astrocitos
y microglia fueron evaluados a través de la expresion de las proteinas GFAP (AF488, verde)
e Iba-1 (AF594, rojo), respectivamente. Ademas, para identificar los nucleos se empled
Hoechst 33364 (azul). C) Representacion esquematica de la organizacion de las capas de
la regiébn CAL1 del hipocampo de ratdn; el cuerpo calloso, el alveus y el giro dentado no
pertenecen a ésta. Las imagenes fueron tomadas con un aumento de A) 10x y B) 20x.
Barras de escala = 100 um. Cuerpo calloso = CC; cornu Ammonis 1 = CA1l; alveus = A;
stratum oriens = SO; stratum piramidal = SPi; stratum radiatum = SR; stratum lucidum = SL;
stratum moleculare = SM; giro dentado = GD.
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Al cuantificar estas células, se observé que el numero de astrocitos por UA en la
region CA1 del hipocampo de ratones tipo autista muestra una disminucién significativa
(p <0.0001) en comparacién con los ratones silvestres. Sin embargo, la IMF por UA para
GFAP en estas imagenes, revela una tendencia a aumentar en los ratones tipo autista (Fig.
8A), lo cual podria deberse a un incremento del contenido de esta proteina en las células,
asociado a astrocitos reactivos, o bien, a la presencia extracelular de ella. En ambos casos,
futuros estudios serdn necesarios para demostrar la existencia de cualquiera de estos

procesos.

Por otro lado, el namero de microglia por UA, en la misma region del hipocampo de
los ratones tipo autista, presentd un aumento significativo (p < 0.01) con respecto a los
ratones silvestres. En concordancia, también se observé un aumento significativo en la IMF
por UA para la proteina Iba-1 en los ratones tipo autista en comparacion con los silvestres
(p < 0.05) (Fig. 8B). En conjunto, el aumento en el nimero de células lba-1*y en la IMF
para esta proteina en la regiéon CA1 del hipocampo de los ratones tipo autista, puede indicar
un proceso de proliferacion de la microglia (Marlatt et al.,, 2014) o un proceso de
reclutamiento de células a esta region especifica (Kurpius, Nolley, & Dailey, 2007; Schiefer,
Kampe, Dodt, Zieglgansberger, & Kreutzberg, 1999) lo que podria encontrarse asociado a
un fendbmeno de activacion celular y a un posible fenbmeno neuroinflamatorio en el cerebro

de los ratones tipo autista.
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Figura 8. Los numeros de astrocitos y de microglia por unidad de area en la

region CAl del hipocampo de los ratones tipo autista C58/J estan alterados. Numero
de células e intensidad media de fluorescencia (IMF) por unidad de area para A) GFAP e
B) Iba-1 en la region CAL del hipocampo de los ratones silvestres C57BL/6J (S) vy tipo
autista (C58/J). Las graficas representan la media + E.E.M.; n = 3 ratones, datos de 3
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizé6 empleando la prueba t de
Student de dos colas, para muestras no pareadas. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001.

Al observar los resultados de inmunofluorescencia para GFAP, puede apreciarse la
presencia de zonas inmunorreactivas en el parénquima del hipocampo (Fig. 7), ademas de
un ligero incremento de la IMF por UA para esta proteina (Fig. 8A), a pesar de la reduccion
en el numero de células GFAP+ en la misma zona (Fig. 8A). Esta discrepancia nos llevo a
realizar una evaluacion cualitativa de todos los campos teflidos por inmunofluorescencia
para GFAP, la cual sefialé6 que hay una mayor frecuencia de zonas inmunorreactivas a

GFAP en el paréngquima hipocampal de los ratones con fenotipo autista (Fig. 9).
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Figura 9. Los ratones de la cepatipo autista presentan zonas inmunorreactivas a
GFAP en el parénquima del hipocampo. Imagenes representativas de zonas
inmunorreactivas a GFAP en el parénquima de la region de ratones silvestres (C57BL/6J,
arriba) y tipo autista (C58/J, abajo). Estas zonas se sefialan con cabezas de flecha en color
blanco. Barra de escala = 100 um. Cuerpo calloso = CC; cornu Ammonis 1 = CA1,; alveus
= A; Giro dentado = GD

8.3 Evaluacién de la morfologia de la microglia en la region CAl del hipocampo

de los ratones tipo autista

Dado que ha sido reportado que la microglia transformada — o activada — es capaz
de adquirir una morfologia ameboide, con menor nimero de procesos celulares o de menor
longitud, con la capacidad de migrar, proliferar y fagocitar (Verkhratsky & Butt, 2013; Wake,
Moorhouse, Miyamoto, & Nabekura, 2013), se decidi6é evaluar el estado morfolégico de la

microglia en los ratones tipo autista.

Para lograr lo anterior se decidié emplear el analisis fractal, el cual es un grupo de
métodos utilizados para cuantificar formas dificiles de describir. El punto central de este tipo

de analisis es la dimension fractal (Dg), que se refiere a un nimero que describe el detalle
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con el que cambia un patron cuando éste se analiza a varias escalas. Esta variacion de
escalas es conocida como complejidad. Por lo tanto, mientras mas grande sea la D mas
grande es la complejidad de la forma (Karperien, Ahammer, & Jelinek, 2013). Por su parte,
la lacunaridad mide la heterogeneidad presente en una regién. De tal manera, las formas
con alta lacunaridad son poco homogéneas y las formas con baja lacunaridad son
homogéneas, o rotacionalmente invariantes (Karperien et al., 2013).

Otros de los parametros obtenidos para la microglia a partir de este andlisis en el
presente estudio fueron el &rea convexa envolvente (ACE), que se refiere al poligono
minimo con angulos internos menores a 180° que es capaz de envolver a la célula; el area
de la célula (AC), que es una relacion directa del nimero de pixeles que conforman a la
célula, el cual es transformado a su equivalente en micrometros cuadrados (um?)
(1 pixel = 0.1681 pm?); la densidad de la célula (DC, conocida también como solidez) que
se obtiene a partir del cociente del AC sobre el ACE, y representa la relacion entre la
extension de la célula y su area, dando razon de una célula mas compacta mientras los
valores sean mas altos; y el perimetro de la célula (PC) que se basa en la linea de un solo
pixel que delimita a la célula, se expresa en micrometros (um) (1 pixel = 0.41 pum), y se
relaciona con la cantidad de membrana que posee la célula (Fernandez-Arjona, Grondona,

Granados-Duran, Fernandez-Llebrez, & Lopez-Avalos, 2017).

En nuestro andlisis no se observaron cambios significativos en los parametros de
dimensién fractal, lacunaridad o area de la célula (Fig. 9A, 9B y 9D, respectivamente);
indicando que no existen diferencias en la complejidad celular, heterogeneidad o tamafio

de la microglia en la regiébn CA1 del hipocampo de los ratones tipo autista.

Sin embargo, la microglia en la regibn CA1 del hipocampo mostré un incremento
significativo (p < 0.05) en los pardmetros de ACE y PC (Fig. 10C y 10F, respectivamente);
mientras que la DC presentd una disminucién significativa (p < 0.05) en los ratones tipo
autista (Fig. 10E). Los valores de ACE aumentados en la microglia de los ratones tipo
autista indican que éstas presentan una mayor extension celular; por lo cual, a su vez, las
mismas células presentan una menor solidez de acuerdo con la disminucién en la DC,
indicando que las células se encuentran mas compactas, ya que el AC no abarca una mayor
porcién de la ACE, en comparacién con los ratones silvestres. Por otro lado, el perimetro
indica que la microglia en los ratones tipo autista posee una mayor cantidad de membrana
plasmatica, comparada con los ratones silvestres. Los resultados de este andlisis se

resumen en la tabla 5.
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Figura 10. Los pardmetros morfoldgicos de la microglia derivados de anédlisis fractal
en laregién CAldel hipocampo de los ratones tipo autista (C58/J) muestran cambios.
Medidas de A) dimension fractal, B) lacunaridad, C) area convexa envolvente, D) area de
la célula, E) densidad celular y F) perimetro celular, obtenidas por cada microglia. Las
gréaficas representan la media + D.E.; n = 69 células (C58/J, 3 ratones) y n = 68 células (S,
3 ratones), en tres experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizo
empleando la prueba t de Student de dos colas, para muestras no pareadas. * p < 0.05.
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Tabla 5. Parametros morfométricos de la microglia presente en la regiéon CA1 del
hipocampo de ratones tipo autista (C58/J) y silvestres (S)

Parametro S D.E. C58/J D.E. Valor p
Dimension 1.390 0.06139 1.380 0.05668 ns
fractal (D)
Lacunaridad 0.3815 0.05001 0.3965 0.06262 ns
Area
convexa 1631 730.3 1908 832.5 <0.05
envolvente
(ACE)
Area de la
célula (AC) 204.5 71.71 221.5 80.39 ns
Densidad de
la célula 0.1334 0.02698 0.1240 0.02353 < 0.05
(DC)
Perimetro
de la célula 164.9 45.63 181.7 51.29 < 0.05
(PC)

D.E. Desviacion estandar
ns No significativo

Con el objetivo de evaluar otras variables con la capacidad de describir aspectos
distintos de la morfologia de la microglia, se obtuvo el nUmero de terminaciones por cada
célula, asi como la longitud total de las ramificaciones (um) de la microglia en la region CA1
del hipocampo de ambas cepas. Estos parametros describen el grado de ramificacién de la
célula. El niumero de terminaciones por célula fue graficado en funcion de la longitud de sus

ramificaciones (Fig. 11).

Para conocer como se modifica el niamero de ramificaciones en funcion de la
longitud total de éstas, se evalu6 el grado de correlacion entre estas dos variables mediante
un coeficiente de correlacién de Pearson (r), obteniendo valores de 0.8793 (p < 0.001) y de
0.6946 (p < 0.001) para los ratones S y C58/J, respectivamente (Fig. 11A y 11B,
respectivamente), indicando que en ambas cepas, de forma general, la longitud total de las

ramificaciones aumenta conforme aumenta el nimero de terminaciones por célula.
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Para saber si la relacion entre el nimero de terminaciones por célula y la longitud
de las ramificaciones se modifica de igual forma en ambas cepas, ambos coeficientes de
correlacion fueron comparados entre si mediante una transformacion z de Fisher a través
del paquete cocor para R, implementado por Diedenhofen & Musch (2015) (Figura 10C),
observandose que existe una diferencia significativa entre ambos (p < 0.0032). Esto indica
gue la longitud total de las ramificaciones en relacion con el nUmero de terminaciones por
célula se modifica de manera distinta en ambas cepas. Lo anterior puede indicar que existen
poblaciones de la microglia en los ratones tipo autista morfolégicamente distintas a las

presentes en los ratones silvestres.

Al comparar la dispersion de la microglia tomando en cuentan los pardmetros de
longitud total de las ramificaciones y nUmero de terminaciones, se observa que existen por
lo menos dos poblaciones de células que se encuentran presentes de forma casi exclusiva
en los ratones de la cepa tipo autista (Fig. 11D, lineas punteadas), indicando la posible
existencia de poblaciones celulares con estados de activacién o estados transicionales
distintos en los ratones tipo autista, sugiriendo un posible evento de neuroinflamacion en el

hipocampo de los ratones de la cepa C58/J.
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Figurall. Los tipos morfolégicos de la microglia presentes en la regién CAL del
hipocampo de los ratones tipo autista (C58/J) difieren de los que se encuentran en
los ratones silvestres. Graficos de dispersion de los parametros de longitud total de las
ramificaciones y nimero de terminaciones de la microglia en la region CA1 del hipocampo
de ratones silvestres (A) y tipo autistas (B). Se muestra el coeficiente de correlacion de
Pearson entre ambos parametros para las dos cepas. C) Resumen del analisis de
comparacion para coeficientes de correlacion mediante transformacion z de Fisher. D)
Comparacion de la dispersion de la microglia en la region CA1 del hipocampo de ratones
silvestres (azul), tipo autista (rojo) y poblaciones comunes a las dos cepas (negro) a partir
de los parametros de longitud total de las ramificaciones y nimero de terminaciones.
Mientras que ambas cepas comparten una gran proporcion de estas poblaciones
basandose en la morfologia de las células, algunas morfologias se encuentran presentes
de forma casi exclusiva en los ratones de la cepa C58/J (lineas punteadas), indicando la
existencia de poblaciones celulares con estados de activacién o estados transicionales de
activacion diferentes. Las gréaficas representan la dispersion del nimero de terminaciones
vs la longitud total de los procesos celulares (um); n = 69 (C58/J) y 68 (S), en tres
experimentos independientes.
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9. Discusioén

Se sabe que la microglia y los astrocitos desempefian un papel fundamental en el
neurodesarrollo, incluyendo la regulacion en la formacion de sinapsis y la modulacién de
las vias inmunoldgicas e inflamatorias del SNC. Debido a que tanto la formacion de sinapsis
alterada como la neuroinflamacién han sido vinculadas al desarrollo del TEA, ambas
poblaciones de la glia han recibido creciente atencién para intentar explicar los mecanismos
gue subyacen a la aparicion de este grupo de trastornos (Rodriguez & Kern, 2011; D. Zhang,
Hu, Qian, O’Callaghan, & Hong, 2010).

Los ratones de la cepa murina con fenotipo autista C58/J presentan una disminucion
en el contenido de GFAP en la region CA1 del hipocampo mientras que Iba-1 no

presenta cambios

En varias patologias del SNC — por ejemplo, trauma, isquemia, trastorno depresivo
mayor, esclerosis multiple — los astrocitos son susceptibles a responder rapidamente a
lesiones o alteraciones de la homeostasis, llevando a un proceso de astrogliosis (Eng &
Ghirnikar, 1994; Sofroniew, 2014). La astrogliosis se caracteriza por un aumento de los
filamentos intermedios que componen el citoesqueleto de los astrocitos, principalmente
vimentina y GFAP, acompafiado de hipertrofia celular y un aparente incremento en el
numero de astrocitos. El aumento en el contenido de GFAP o en su inmunorreactividad en
tejido han sido descritos en varios modelos experimentales que involucran a la astrogliosis
(Zhang et al., 2010).

Al respecto, se ha sugerido que los astrocitos en diversas areas del cerebro de los
sujetos con TEA pueden mostrar un patron anémalo de activacion (Petrelli et al., 2016;
Zeidan-Chulia et al., 2014). Por ejemplo, un estudio clinico elaborado por Bailey y
colaboradores sefal6 la existencia de focos con gliosis en cerebros post mortem de dos
sujetos diagnosticados con autismo, de 24 y 27 afios; con un prominente reemplazo de
células nerviosas por astrocitos reactivos en el I6bulo occipital en uno de ellos (Bailey et al.,
1998). Si bien limitado por el nimero de sujetos y por los criterios diagnésticos diferentes a
los que actualmente se usan, este estudio reconoce la posibilidad de que la heterogeneidad
etiol6gica observada en el TEA esté relacionada con una reaccion inespecifica de los

astrocitos en el SNC de estos sujetos.

Algunos estudios han evaluado el contenido de la proteina GFAP en tejido cerebral

post mortem de personas con TEA en regiones cerebrales diferentes a las que se evaluaron
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en el presente trabajo. En ellos se hall6 que estos individuos presentan una elevacién en el
contenido de GFAP en las cortezas frontal, parietal y en el cerebelo (Laurence & Fatemi,
2005), asi como en la materia blanca de la corteza cingulada anterior (area de Brodmann
24, BA24), pero no asi en la materia gris de la misma regién ni en la CPF anterior (BA10)
de los mismos sujetos (edad media = 20.2 afios) (Crawford et al., 2015), sefialando que
existen modificaciones en el contenido de esta proteina en estos sujetos, las cuales pueden
ser sutiles y heterogéneas, incluso dentro de la misma regién cerebral. No obstante, ningin
estudio ha evaluado el contenido de esta proteina en tejido hipocampal post mortem de
sujetos con TEA.

Nuestro estudio exploratorio de los astrocitos y la microglia en el hipocampo de
ratones de la cepa C58/J, con fenotipo autista, indic6 que existe una disminucion en el
contenido de la proteina GFAP (Fig. 6B), en contraste con lo que se ha reportado para otras
areas del cerebro en sujetos con TEA, lo cual podria deberse a que dentro de la formacion

hipocampal existen diferentes subregiones que son heterogéneas entre si.

El modelo de autismo inducido por administracién prenatal de acido valproico (VPA)
en ratas es un modelo cuya validez de aspecto y de concepto han sido bien probadas
(Nicolini & Fahnestock, 2018). En este modelo se ha demostrado que las ratas macho
nacidas de hembras tratadas con 500 mg/kg de VPA al dia gestacional 12.5, presentan
conductas repetitivas aumentadas, asi como vocalizaciones ultrasénicas y conductas
sociales reducidas. Estas alteraciones en la conducta se encuentran acompafiadas por una
ligera reduccion en el contenido de GFAP en el hipocampo al dia postnatal 35 (Bronzuoli et
al., 2018). En concordancia, nosotros hallamos que, en ratones adultos de diez semanas,
existe una disminucién en el contenido de esta misma proteina en la misma region del
cerebro, indicando que podria tratarse de un fendmeno que se observa acompafiado de la

aparicion de conductas asociadas al TEA en estos modelos animales.

Un estudio previo elaborado en nuestro laboratorio indicd que no existen diferencias
significativas en el contenido de GFAP en el hipocampo, en la CPF o en el cerebelo de los
ratones macho de la cepa C58/J de diez semanas de edad, pero si una disminucién en el
contenido del factor neurotréfico secretado por astrocitos TSP-1 (Bar6n-Mendoza et al.,
2018). Una diferencia entre los ratones utilizados en ese estudio con respecto al presente
yace en la utilizacion de madres nodrizas de la cepa C57BL/6J para amamantar a los
ratones de la cepa C58/J en el primero. Al respecto, un estudio reportdé que la separacion

materna durante la etapa de lactancia se relaciona con un aumento en el nimero de células
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GFAP+ en el hipocampo de ratas Wistar albinas (Mufioz Valencia et al., 2019), sugiriendo
que la utilizacion de nodrizas en roedores puede tener un impacto sobre el contenido de
proteinas astrociticas de las crias y explicaria los resultados reportados previamente por

nuestro laboratorio.

Al evaluar la microglia en el hipocampo de los ratones con fenotipo autista, a través
del contenido de la proteina Iba-1, no hallamos diferencias en éste (Fig. 6B) probablemente
debido a que de esta forma se analiza la formacion hipocampal completa donde se incluyen
subregiones donde las poblaciones de la microglia podrian presentar conformaciones
diferentes o cambios mas sutiles. Futuros estudios serdn necesarios para explorar la
densidad de la microglia a lo largo de las deméas subregiones del hipocampo de los ratones

con fenotipo autista.

Los ratones de la cepa murina con fenotipo autista C58/J presentan alteraciones en

el numero de astrocitos y microglia de laregién CA1 del hipocampo

Existen pocos estudios que han evaluado las poblaciones de astrocitos en cerebros
post mortem de individuos con TEA. Uno de ellos sefala la existencia de una marcada
respuesta celular por parte de estos en el cerebelo, en el giro frontal medial y en la corteza
cingulada anterior que se manifiesta a través de un aumento de la inmunorreactividad a
GFAP en estas regiones del SNC (Vargas et al., 2005) lo que indica un proceso de
astrogliosis. Un par de estudios adicionales reportaron que no existen diferencias en la
densidad ni en la morfologia de los astrocitos en la corteza prefrontal dorsolateral (CPFdI)
(Lee et al., 2017), ni en la amigdala (Morgan et al., 2014) de sujetos con TEA, sin embargo,
los autores no descartan la posibilidad de una activacion en las poblaciones de astrocitos

en otras areas del cerebro.

En nuestro caso, al evaluar de forma especifica la region CA1 en el hipocampo (Fig.
7A) de los ratones tipo autista mediante inmunofluorescencia, observamos que estos
presentan una disminucién en el niumero de astrocitos por UA (Fig. 8A), lo que concuerda
con una disminucién en el contenido de GFAP en el hipocampo de estos ratones. No
obstante, la misma regién del hipocampo en estos ratones present6é una elevaciéon en el
IMF para GFAP, la cual puede deberse a la presencia de zonas inmunorreactivas a GFAP
en el parénquima del hipocampo; misma que nosotros reportamos de forma cualitativa en
el presente estudio. Serd necesario evaluar en estudios posteriores si estas zonas

inmunorreactivas corresponden a la presencia de GFAP extracelular contenido en cuerpos
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apoptéticos o en el espacio perivascular, pues no se conocen funciones de esta proteina
fuera de la célula.

De manera interesante, recientemente se reportd la presencia de cuerpos
apoptoticos inmunorreactivos a GFAP concentrados en zonas perivasculares de diversas
areas del cerebro post mortem de sujetos con TEA de diferentes edades, incluido el
hipocampo. Estos cuerpos apoptéticos se correlacionan positivamente en nimero con la
cantidad de linfocitos T CD8+ en las mismas zonas perivasculares, con presencia de fibrosis
debida probablemente a la toxicidad mediada por estas células (DiStasio, Nagakura,
Nadler, & Anderson, 2019). Aunque preliminar, este estudio sugiere la posibilidad de que
una porcion de sujetos con TEA idiopatico podria presentar procesos inflamatorios que
involucran la apoptosis de astrocitos como una de las causas que subyacen las alteraciones

neuronales que devienen en las conductas caracteristicas del TEA.

En el modelo de autismo en ratas inducido por la administracion prenatal de VPA
descrito previamente se ha reportado que una reduccion en el numero de células GFAP*
en la region CA1 del hipocampo al dia postnatal 35 pero no a los 15 ni a los 90 dias
(Bronzuoli et al., 2018), sefialando que los cambios observados en estas células podrian
estar sujetos a procesos muy sutiles que aparecen de forma transitoria, pero son modulados

rapidamente para minimizar los dafios en el SNC.

Se han observado alteraciones en la organizacion de la microglia en la regién CPF
dorsolateral de individuos con TEA. En esta region, la microglia aparece anormalmente
préxima a las neuronas en intervalos de 25, 75y 100 um, en comparacién con sujetos
neurotipicos, rodeando en algunos casos el soma de las neuronas (Morgan et al., 2012).
Esto sugiere que, durante el TEA, la distribucion espacial de la microglia se encuentra
alterada, indicando posibles procesos de reclutamiento a zonas aledafias a las neuronas.
Nosotros reportamos en este estudio, de forma cualitativa, que la microglia muestra una
concentracién en la capa de neuronas piramidales en la regién CA1 del hipocampo de los
ratones tipo autista. De forma interesante, Lee y colaboradores (2017) reportaron la
presencia de cumulos de microglia en la corteza temporal de cerebros post mortem de
sujetos con TEA (Lee et al., 2017) como evidencia adicional de una disposicién espacial

anOmala de la microglia en sujetos con TEA.

Ademas, se ha reportado que la densidad de microglia por unidad de area se

encuentra aumentada en las cortezas frontoinsular, visual (Tetreault et al., 2012) y
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prefrontal dorsolateral (Morgan et al., 2010) en los sujetos con TEA. De manera similar,
nosotros reportamos que la microglia se encuentra aumentada por unidad de area en la
region CA1l del hipocampo de los ratones tipo autista, indicando que estas células
atraviesan un proceso de proliferacién o de migracion a ciertas areas del hipocampo; pues
se sabe que tras ser activadas por estimulos diversos (isquemia, patdbgenos o restos
celulares) estas células son capaces de proliferar, migrar a las zonas de dafio y secretar

factores neurotdxicos y neurotréficos por igual (Garden & Moller, 2006).

Los ratones de la cepa murina con fenotipo autista C58/J presentan poblaciones de
la microglia en la region CA1l del hipocampo con una morfologia diferente a la

observada en ratones silvestres

También hallamos que existen cambios en la morfologia de la microglia en la region
de hipocampo evaluada, que se manifiestan a través de aumentos en el area convexa
envolvente y en el perimetro de la célula (Fig. 10). Estos resultados sefialan que una porcion
de la microglia en el hipocampo de los ratones con fenotipo autista presenta cambios sutiles
en estos parametros sugiriendo la presencia de células con una morfologia mas compacta

y con una mayor cantidad de membrana celular.

Se ha reportado ampliamente que los cambios morfolégicos en la microglia se
relacionan con su estado de activacion. Los estados altamente ramificados con un volumen
del soma menor se vinculan a un estado no activado y de vigilancia (Dwyer & Ross, 2016);
mientras que, tras ser activadas, la morfologia celular se vuelve mas compacta y los
procesos celulares declinan en numero y longitud adoptando una forma ameboide,
volviéndose casi indistinguibles de los macréfagos derivados de monocitos (Hanisch &
Kettenmann, 2007; Taylor, Morganti-Kossmann, Lifshitz, & Ziebell, 2014).

Al analizar los patrones de ramificacion y longitud de los procesos celulares de la
misma microglia, no observamos una separacion contundente de las poblaciones que
indicara un cambio en el estado de activacion global de éstas en la region CALl del
hipocampo (Fig. 11). Mas bien, la mayor parte de las poblaciones de la microglia que se
pueden hallar en los ratones silvestres se encuentran también presentes en los ratones tipo
autista, sin embargo, estos ultimos presentan subconjuntos de células con menor nimero
de ramificaciones de longitudes variables (Fig. 11, lineas punteadas), que podrian indicar

estados diferentes de activacion o de priming para montar respuestas inmunolégicas.
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Al respecto, se ha reportado que las alteraciones morfolégicas de la microglia en el
cerebro de los sujetos con TEA parecen ser moderadamente heterogéneas de individuo a
individuo. Mientras que un conjunto de los sujetos analizados presenta alteraciones en la
morfologia de la microglia moderadas a severas, otros presentan alteraciones minimas a
leves (Morgan et al., 2010). Mas aun, se ha reportado que, en la corteza temporal de sujetos
con TEA, no existen diferencias en la densidad de la microglia sino en la proporciéon de
células con fenotipos activados y fenotipos en reposo cuando se evallan a partir de la
morfologia, utilizando la proteina Iba-1 como marcador de esta poblacion celular (Lee et al.,
2017).

De hecho, Lee y colaboradores (2017) sugieren la posibilidad de que la disminucién
en la cantidad de células ramificadas, cuya principal funcion homeostéatica es sondear las
terminales sinapticas constantemente (Paolicelli et al., 2011; Wake et al., 2009), y su
desplazamiento hacia un fenotipo activado podria relacionarse con un disminucién en la
actividad de poda sinaptica en diversos estadios del desarrollo, llevando a un aumento en
el nUmero de espinas dendriticas, tal como se ha reportado en los sujetos con TEA cuando
se comparan las mismas regiones del SNC con sujetos neurotipicos (Hutsler & Zhang,
2015; Tang et al., 2014), contribuyendo a los defectos en la conectividad cerebral en este

grupo de trastornos.

De forma interesante, estudios elaborados en nuestro laboratorio hallaron que los
ratones de la cepa murina C58/J con fenotipo autista presentan un aumento en la densidad
de espinas dendriticas en neuronas piramidales del hipocampo (Maqueda-Martinez, tesis
de licenciatura en preparacion), ademas de un mayor nimero de espinas dendriticas con
fenotipos inmaduros de acuerdo con su morfologia (Barbn-Mendoza, en preparacion),
indicando que podrian existir mecanismos convergentes en la aparicion de los signos

conductuales que esta cepa de ratones comparte con los sujetos con TEA.

El exceso en la densidad de espinas dendriticas pudiera ser bien explicado por
deficiencias en la actividad de las células de la glia, pues se ha reportado que tanto los
astrocitos como la microglia son capaces de reconocer y eliminar espinas dendriticas a

través de distintos mecanismos moleculares (Stein & Zito, 2019).

Por ejemplo, los astrocitos son capaces de modular la retraccion de espinas
dendriticas en el hipocampo de ratén a través de la sefalizacion por el receptor EphA4, a

través su ligando efrina-A3 (Murai, Nguyen, Irie, Yamaguchi, & Pasquale, 2002); por su
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parte, se ha demostrado que, en la microglia del hipocampo de ratones, el receptor a
fractalquina (CX3CR1) es necesario para el reconocimiento y fagocitosis de espinas
dendriticas durante la poda sinaptica (Paolicelli et al., 2011). Estos resultados indican que
alteraciones en el funcionamiento de las poblaciones de la glia podrian tener un impacto
sobre la dindmica estructural de las espinas dendriticas, no obstante, ser4 necesario
comprobar si un proceso relacionado a la funcionalidad de las células gliales en el
hipocampo de la cepa murina C58/J se vincula con estas modificaciones en la densidad de

espinas dendriticas.

Fendmenos de activacion de la microglia en diversas zonas del SNC tales como el
cerebelo (Vargas et al., 2005), la CPF (Morgan et al., 2010), el cerebro medio, la corteza
orbitofrontal y la corteza cingulada anterior (Suzuki et al., 2013) han sido reportados en los
sujetos con TEA. Esto podria vincularse con la hiperconectividad local y la subconectividad
a larga distancia entre regiones del SNC que se ha propuesto que ocurre durante el TEA
(Courchesne & Pierce, 2005), sin embargo, futuros estudios seran necesarios para
comprobar la existencia de alteraciones similares en la cepa murina C58/J con fenotipo

autista.

Los cambios en las poblaciones de astrocitos y de microglia en una regién del
hipocampo reportados aqui podrian explicar modificaciones en las poblaciones neuronales
gue, a su vez, podrian significar un impacto en la conducta observada en esta cepa de
ratones. Por un lado, la disminucién en el nimero de astrocitos podria tener repercusiones
en el soporte mecanico y metabdlico de las neuronas en el hipocampo, llevando a una
disminucion en la cantidad de factores troficos que estimulan la elongacién de neuritas,
generando el fenotipo de reducida complejidad en el &rbol dendritico que se observa en el

hipocampo de esta cepa (Fig. 12).

Por otro lado, el aumento en el nimero de células de la microglia podria significar la
existencia de un proceso neuroinflamatorio que se presenta en las etapas tempranas del
desarrollo, que persiste hasta la edad adulta del ratén. Estos eventos de inflamacion
temprana podrian estar impactando en la funcionalidad de la microglia, previniéndola de
cumplir su papel en la eliminacién temprana de sinapsis redundantes, generando la
densidad de espinas dendriticas aumentada, asi como el incremento en el nimero de
espinas dendriticas inmaduras que también se observa en esta cepa (Fig. 12). Un posible
escenario adicional indica que la microglia podria estar adoptando un fenotipo de activacion

M2, cuyas funciones son principalmente antiinflamatorias, con el objetivo de suplir la funcion
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astrocitica y reestablecer el estado homeostatico del SNC; sin embargo, estas hipotesis
deberan ser probadas en experimentos posteriores para esclarecer el tipo de activacion que
se presenta la microglia en el cerebro de la cepa murina C58/J.

La limitacion principal del presente estudio yace en que las descripciones hechas
provienen de una sola subregién del hipocampo; por ello se plantea la necesidad de evaluar
las poblaciones gliales en el resto del hipocampo y en otras regiones del cerebro de los
ratones C58/J con fenotipo autista. Algunas limitaciones adicionales recaen sobre la
capacidad del presente estudio para describir un estado de neuroinflamacién en el
hipocampo de los ratones con fenotipo autista, pues falla al analizar la morfologia astrocitica
para poder explorar la presencia de astrocitos hipertréficos como parte de un proceso de
astrogliosis; estudios posteriores deberan evaluar estas poblaciones de células haciendo
uso marcadores celulares adicionales a GFAP. La presencia de zonas inmunorreactivas a
GFAP en el parénquima del hipocampo debera ser subsecuentemente estudiada mediante
técnicas que permitan confirmar la presencia extracelular de esta proteina o bien como
parte de cuerpos apoptéticos. Por su parte, aunque util como una primera aproximacion, la
morfologia es s6lo una de las herramientas para poder describir y confirmar la activacion
de la microglia; por ello se postula la necesidad de evaluar marcadores celulares
adicionales que puedan dar cuenta de un proceso neuroinflamatorio en el hipocampo de

los ratones con fenotipo autista.

Finalmente, aunque postulamos un modelo preliminar que podria explicar la relaciéon
entre las alteraciones de la glia y las alteraciones neuroldgicas observadas en la cepa
murina C58/J, con fenotipo autista (Fig. 12), estudios posteriores seran necesarios para
detallar los procesos celulares de la glia que repercuten en la funcionalidad neuronal y cémo

se vinculan con la aparicién del fenotipo conductual observado en esta cepa de ratones.
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Figural2. La cepa C58/J como modelo de estudio del TEA. Se resumen los
hallazgos reportados en la cepa que permiten establecer paralelismos con el trastorno del
espectro autista en humanos. Las poblaciones de astrocitos y de microglia en el hipocampo
de los ratones de la C58/J presentan alteraciones que pueden afectar su funcionamiento
normal. Se ha propuesto que estas alteraciones pueden tener un impacto en el papel tréfico
gue ejercen los astrocitos sobre las neuronas; ademas, posibles alteraciones inmunoldgicas
en el SNC podrian generar perfiles de activacion de la microglia que pueden interferir en la
funcionalidad neuronal. Evidencias adicionales sugieren que la dinAmica del citoesqueleto
neuronal en el hipocampo de estos ratones presenta alteraciones que podrian repercutir en
la complejidad del arbol dendritico y en los procesos de plasticidad estructural, tal como se
ha reportado en los sujetos con TEA. Aunque el hipocampo no ha sido estudiado tan
extensamente en estos individuos, se han elaborado hipétesis que sugieren su participacion
en el origen y desarrollo del TEA.

1 = aumento; | = disminucion.

a Baron-Mendoza et al., 2019, ® Bar6n-Mendoza et al., 2018. ¢ Bar6n-Mendoza, en
preparacion. ¢ Maqueda-Martinez, tesis de licenciatura en preparacion.
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10.

11.

Conclusiones

La cepa murina C58/J, con fenotipo autista, presenta una disminucion en el
contenido de la proteina acida glial fibrilar (GFAP) en el hipocampo, en comparacion
con la cepa murina silvestre C57BL/6J.

La cepa murina C58/J, con fenotipo autista, no presenta cambios en el contenido de
la proteina Iba-1 en el hipocampo, en comparacién con la cepa murina silvestre
C57BL/6J

La cepa murina C58/J, con fenotipo autista, presenta una disminuciéon en la
densidad de astrocitos, asi como un aumento en la densidad de la microglia en la
region CA1 del hipocampo, en comparacion con la cepa murina silvestre C57BL/6J.
La microglia en la region CA1 del hipocampo de la cepa murina C58/J, con fenotipo
autista, presenta morfologias distintas de las encontradas en la misma region del

hipocampo de la cepa silvestre C57BL/6J.

Perspectivas

Evaluar de forma comparativa las caracteristicas celulares de las poblaciones de la
glia en distintos tiempos del desarrollo de la cepa murina C58/J (prenatal, perinatal,
infancia, adolescencia).

Evaluar si existen diferencias en la densidad de células de la glia en las otras
subregiones de la formacion hipocampal (CA2, CA3, giro dentado), asi como en
otras regiones del SNC (corteza prefrontal y cerebelo) en la cepa murina C58/J.
Evaluar la presencia de GFAP en el espacio perivascular del hipocampo de la cepa
murina C58/J, y su posible asociacion con cuerpos apoptéticos.

Evaluar si existen subpoblaciones de la microglia en el hipocampo de la cepa murina
C58/J con estados de activacibn que se relacionen con un proceso
neuroinflamatorio.

Evaluar si la microglia en el hipocampo de la cepa murina C58/J presenta
alteraciones en la fagocitosis que repercutan en el proceso de poda sinptica en
esta region del SNC.

Evaluar si existen alteraciones en el contenido de factores solubles relevantes para

la respuesta inmunolégica en el cerebro y en el suero de la cepa murina C58/J.
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Apéndice |. Lista de reactivos

Acetato de sodio

Acido acético glacial

Albumina sérica bovina liofilizada
Citrato de sodio (NazCesHs07-2H,0)
Cloroformo

Cloruro de potasio (KCI)

Cloruro de sodio, cristal (NacCl)
CytoSeal ™ 60

Fosfato de sodio dibasico (Na,HPQOu,)
Fosfato de potasio monobasico
(KH2PO,)

FSC 22 ™ Surgipath®

Glicina

Hoechst 33342

Metanol (CH3;OH)
Paraformaldehido

Sacarosa, cristal (C12H22011)
Suero de cabra normal

Sulfato dodecil de sodio (SDS)
Trizma® base

Trizma® hydrochloride

Triton ™ X-100

Tween® 20

Vectashield® Antifade Mounting Medium

Violeta de cresilo

Préstamo
J.T. Baker
Biowest
Reasol
J.T. Baker
Reasol
J.T. Baker

Thermo Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Leica Microsystems

Sigma-Aldrich

Thermo Scientific

J.T. Baker
Sigma-Aldrich
J.T. Baker

Cell Signaling Technology

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Vector Laboratories

Préstamo
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9508-02
M18037P6154
ST1207054
9180-02
22481
3624-01
8310-4
SZBE2860V

SLBM6715V

G8898-500G
62249
9093-03
MKCD5278
4072-01
5425S
L3771-100G
SLBV9322
SLBV2649
SLBN2536V
SLBK8990V
ZEOG625A



Apéndice Il. Lista de soluciones

AlbUmina 2%
AlbUmina sérica bovina liofilizada
En 10 ml de TBS-Tween 0.1%

Acetato de sodio 1 M

Acetato de sodio

En un volumen final de 46 ml con agua
destilada

Acido acético 1 M

Acido acético glacial

En un volumen final de 250 ml con agua
destilada

Buffer de citrato de sodio 10 mM
Citrato de sodio

Tween ® 20

En 500 ml de agua destilada
pH=6.0

Glicina acida

Glicina

SDS 10%

En un volumen final de 100 ml con agua
destilada

pH=2.5

PBS 1x (0.01 M)

Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Fosfato de sodio dibasico

Fosfato monopotasico

En un volumen final de 1 L con agua destilada
pH=7.4

PBS-Triton X-100 0.5%
PBS 1x
Triton X-100

PBS-Triton X-100 2%
PBS 1x
Triton X-100

0.2g

14.5 ml

1.47¢g
20 pl

0.75¢
5ml

89
0.2g
1449
0.24 ¢

497.5 ml

2.5ml

490 ml
10 ml
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SDS 10%

Sulfato dodecil de sodio

En un volumen final de 50 ml con agua
destilada

Suero de cabra 5%
Suero de cabra normal
TBS 1x

TBS 10x

Trizma ® hydrochloride
Trizma ® base

Cloruro de sodio (NacCl)

En un volumen final de 1 L con agua destilada

pH=75

TBS-T 0.1%
TBS 10 x
Tween ® 20

En un volumen final de 1 L con agua destilada

Violeta de cresilo 0.5%

Violeta de cresilo

Acetato de sodio 1 M

Acido acético 1 M

En un volumen final de 250 ml con agua
destilada

59

50 pl
950 pl

70.2¢g
6.790
87.66 g

100 ml
1ml

0.125¢
15 ml
85 ml
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Apéndice lll. Lista de anticuerpos

Anticuerpos primarios
IgG monoclonal de ratén anti-GFAP (2E1)
IgG policlonal de conejo anti-lbal

IgG monoclonal de ratén anti-Tubulina a

Anticuerpos secundarios

IgG de cabra Alexa-Fluor ® 488 anti-raton
IgG de cabra Alexa-Fluor ® 594 anti-conejo
Proteina de union a IgGk de ratén conjugada
a peroxidasa de rabano (HRP)

IgG de cabra conjugado a HRP anti-conejo

Santa Cruz Biotechnology
FUJIFILM Wako Chemicals
Santa Cruz Biotechnology

Life Technologies
Life Technologies

Santa Cruz Biotechnology

Jackson Immunoresearch
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sc-33673
019-19741
sc-398103

A-11034
R37117

sc-516102

1111-035-003
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