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1. Resumen 

El autismo es un grupo de trastornos del neurodesarrollo pre y posnatal colectivamente 

denominado trastorno del espectro autista (TEA). Éste cuenta con una etiología muy 

heterogénea a la cual se han asociado mecanismos genéticos que regulan la expresión de 

genes involucrados en el rearreglo del citoesqueleto y la plasticidad neuronal. En sujetos 

con TEA, se han descrito cambios en el número y morfología de las espinas dendríticas, 

las cuales son sitios primarios de contacto para la mayor parte de las sinapsis excitatorias. 

El ácido docosahexaenoico (DHA) es un ácido graso poliinsaturado omega-3 de cadena 

larga (LC-PUFA n-3) que ha sido propuesto como tratamiento para el TEA, pues se ha 

encontrado que activa cascadas de señalización que inducen el rearreglo del citoesqueleto 

y ha sido relacionado con mejoras de las funciones cognitivas. Aunque se conocen algunos 

receptores y vías de señalización neuronales que pueden ser activadas por el DHA, aún no 

se ha descrito su impacto sobre los mecanismos involucrados en el rearreglo del 

citoesqueleto.  Un modelo de interés para el estudio del TEA es la cepa C58/J pues presenta 

un fenotipo conductual de tipo autista. Previamente en nuestro grupo se demostró que 

existen cambios en el contenido de proteínas asociadas al citoesqueleto, así como cambios 

en la complejidad del árbol dendrítico y las espinas dendríticas de la corteza prefrontal y el 

hipocampo de ratones adultos de esta cepa. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto será 

evaluar los efectos de la suplementación con DHA sobre el contenido de las proteínas de 

unión a actina (ABPs) cofilina y sinaptopodina, las cuales están relacionadas con el 

rearreglo del citoesqueleto en la corteza prefrontal (CPF) de ratones adultos con fenotipo 

autista.  

 

Palabras clave: Trastorno del Espectro Autista, citoesqueleto, neuronas piramidales, 

dendritas, espinas dendríticas, actina, cofilina, sinaptopodina corteza prefrontal, 

suplementación, DHA, C58/J 
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2. Antecedentes 

2.1 Trastorno del Espectro Autista (TEA) 

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es considerado un trastorno del neurodesarrollo pre 

y posnatal (American Psychiatric Association, 2013) que se caracteriza por la presencia de 

deficiencias en la comunicación social, así como patrones repetitivos en la conducta, 

intereses o actividades, que persisten a lo largo de la vida (Bourgeron, 2015). 

El TEA fue identificado por primera vez por Leo Kanner en 1943 y Hans Asperger en 1944 

(Kandel et al., 2013), no obstante, fue aceptado como diagnóstico hasta la década de los 

80’s (Jumah et al., 2016). Éste tiene su origen muy temprano en el desarrollo (antes de los 

3 años) y persiste hasta la adultez (Ajram et al., 2017; Yeargin-Allsopp et al., 2003). De 

acuerdo con DiCicco-Bloom et al. (2006) éste es uno de los desórdenes de la niñez más 

impactantes en términos de prevalencia, morbilidad, consecuencias, impacto en la familia 

y costo a la sociedad. 

2.1.1 Diagnóstico 

El manual diagnóstico y estadístico (DSM) de la Asociación Americana de Psiquiatría 

(APA), en su 5ª y más reciente edición (American Psychiatric Association, 2013) establece 

cinco criterios de diagnóstico enlistados alfabéticamente de la A a la E, que a continuación 

se presentan: 

A) Déficit persistente en la comunicación e interacción social en múltiples contextos. 

B) Conductas, intereses o actividades restringidas y repetitivas. 

C) Los síntomas deben estar presentes en el periodo temprano del desarrollo. 

D) Los síntomas causan discapacidades sociales, ocupacionales, u otras áreas 

importantes de funcionamiento. 

E) Estas alteraciones no pueden ser explicadas por discapacidad intelectual o retraso 

en el desarrollo global. 

De estos criterios, las características esenciales para el diagnóstico son los puntos A y B, y 

la etapa en la cual se presenten las deficiencias funcionales variará de acuerdo con las 

características personales y ambientales del sujeto. 
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Estos criterios también se describen en nivel de severidad del 1 al 3 dependiendo de  

los síntomas, relacionados con la autosuficiencia y necesidad de un cuidador primario. 

Asimismo, el DSM-V aclara que se debe especificar si el trastorno se presenta con o sin 

discapacidad intelectual y/o del lenguaje, asociado con una condición médica o genética 

conocida o factor ambiental, vinculado con otro desorden del neurodesarrollo, mental o 

conductual, o con catatonia. 

2.1.2 Tratamiento 

Actualmente, los medicamentos aprobados para tratar los síntomas conductuales del TEA 

son risperidona y aripiprazol, los cuales son antipsicóticos atípicos usados para el 

tratamiento de diversos síntomas, como los síntomas positivos de la esquizofrenia, y la 

conducta repetitiva en el TEA. La risperidona es un antagonista altamente selectivo de los 

receptores D2 y 5-HT2A, lo que lo convierte en un útil antipsicótico (Uriarte, 2014). También 

se ha encontrado que la risperidona fortalece el efecto neuroprotector y antioxidante de los 

astrocitos y se usa para tratar la irritabilidad, movimientos estereotipados, agresión, 

ansiedad y depresión (McCracken et al., 2002; McDougle et al., 1998). Por su parte, el 

aripiprazol actúa como antagonista parcial de receptores D2 y 5-HT1A, y es usado para 

tratar desórdenes depresivos, tics e irritabilidad (Hirsch & Pringsheim, 2016; Marcus et al., 

2009; Owen et al., 2009; Uriarte, 2014). Aunque estos fármacos son los únicos aprobados 

por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (Matson 

et al., 2011), existen otros que están siendo probados en ensayos clínicos (Eissa et al., 

2018). Aunque estos tratamientos parecen ser elusivos (Brumback et al., 2018; Eissa et al., 

2018), los programas de intervención conductual, educativos y de apoyo profesional suelen 

mejorar el comportamiento a medida que incrementa la edad del individuo (Kandel et al., 

2013; Martínez-Cerdeño et al., 2016). 

2.1.3 Epidemiología 

La prevalencia del TEA ha incrementado de manera continua desde el primer estudio 

epidemiológico realizado por Lotter (1966). Este incremento se ha dado consistentemente 

de manera global (World Health Organization, 2013) y puede deberse a los cambios en los 

conceptos y criterios de diagnóstico, así como a la sensibilización y concientización de la 

sociedad (Lai et al., 2014). De acuerdo con la OMS (World Health Organization, 2013) uno 
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en cada 160 niños se encuentra afectado con el TEA, lo que indicaría que aproximadamente 

el 0.63% de la población mundial padece este trastorno.  

En México, el equipo de Fombonne et al., (2016) con apoyo de la Clínica Mexicana de 

Autismo (CLIMA) dirigió el primer estudio epidemiológico del país en la ciudad de León, 

Guanajuato con 12,116 niños de ocho años de edad. Este estudio reveló que la prevalencia 

era de 0.87%, mayor que la prevalencia en países latinoamericanos como Brasil y 

Argentina, pero menor en comparación a la prevalencia de 2.79% en Estados Unidos (Xu 

et al., 2018). Asimismo, se encontró que el 86% de los sujetos con TEA eran de sexo 

masculino (Fombonne et al., 2016).  

Lo anterior coincide con distintos estudios epidemiológicos que indican una mayor 

prevalencia en hombres que en mujeres con una relación de 3:1 (Loomes et al., 2017). 

Schaafsma & Pfaff (2014) proponen que existen factores que pueden explicar la 

predominancia de este trastorno en varones, entre los cuales destacan mecanismos 

genéticos como la sobreexpresión de genes cromosomales por polisomía o monosomía (D. 

V. Bishop et al., 2011; Creswell & Skuse, 1999; Geerts et al., 2003; van Rijn & Swaab, 

2011), genes ligados al cromosoma Y (Arnold, 2009; Arnold & Chen, 2009; Cohen et al., 

2011), expresión específica de genes ligados al cromosoma X (Adegbola et al., 2008; Aziz 

et al., 2011; Chocholska et al., 2006; Chung et al., 2011; Correia et al., 2010), mosaicismo 

e inactivación sesgada del cromosoma X (Allen‐Brady et al., 2010; Piton et al., 2008; Shinawi 

et al., 2009; Yoshida et al., 2011) (Allen-Brady, Cannon, Robison, McMahon, & Coon, 2010; 

Piton et al., 2008; Shinawi et al., 2009; Yoshida et al., 2011), e impronta materna (Bishop 

et al., 2000; Creswell & Skuse, 1999; Kesler et al., 2003). No obstante, también se han 

propuesto mecanismos de camuflaje de los síntomas típicos del TEA en mujeres, pues se 

han reportado conductas compensatorias que mitigan las deficiencias sociales del trastorno 

(Dean et al., 2016; Micai et al., 2019; Tierney et al., 2016); lo que dificulta el diagnóstico 

(Hull et al., 2020). 

2.1.4 Etiología 

Éste trastorno cuenta con una variabilidad fenotípica muy amplia que refleja una 

heterogeneidad etiológica muy marcada (Ajram et al., 2017), por lo que tampoco existe una 

neuropatología clara (Kandel et al., 2013). Sin embargo, todo apunta a que la base 

neurobiológica del autismo es una combinación compleja de variantes genéticas (Marshall 
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et al., 2008), regulación epigenética (Geschwind, 2011), factores ambientales (Hertz-

Picciotto et al., 2006), anormalidades de las células gliales (Casanova et al., 2006), 

neurogénesis aberrante (Wegiel et al., 2010), factores del sistema inmune (Meltzer & Van 

de Water, 2017), entre otros riesgos (Brumback et al., 2018; Martínez-Cerdeño et al., 2016) 

por lo que hasta hoy la etiología no se debe a una sola causa. 

Entre los factores ambientales que se han relacionado con el TEA se han identificado las 

infecciones de las madres durante el embarazo, parto prematuro, deficiencia de ácido fólico 

y exposición a toxinas y metales (Joensuu et al., 2018). 

 Algunos autores han sugerido que se trata de un trastorno poligénico con diferentes 

combinaciones entre individuos, pues se han identificado aproximadamente 1000 genes 

asociados al TEA (Bourgeron, 2015; Kandel et al., 2013). De la misma forma, se ha 

propuesto el aumento en la variación del número de copias (CNVs) de distintos genes, que 

puede generar una inestabilidad genómica por la supresión y duplicación de genes (Persico 

& Napolioni, 2013).  

Diferentes investigaciones han dado lugar a la identificación de genes de riesgo para el 

desarrollo de la patología que se relacionan directamente con el citoesqueleto neuronal y 

su plasticidad. Estos genes se encuentran enlistados en los sitios web de acceso público 

SFARI Gene (http://gene.sfari.org/database/humangene/) y AutismKB 2.0: A 

knowledgebase for the genetic evidence of autism spectrum disorder 

(http://db.cbi.pku.edu.cn/autismkb_v2/index.php). 

 

2.2 Citoesqueleto y plasticidad neuronal 

El citoesqueleto es un sistema filamentoso vital para la funcionalidad de la célula ya que le 

da direccionalidad, le da forma y fuerza, distribuye sus organelos, le permite moverse y 

participa en su división. Los tres sistemas de filamentos que conforman el citoesqueleto son 

los filamentos intermedios, los microtúbulos y los filamentos de actina (Alberts, 2015). Éstos 

y sus proteínas asociadas conforman aproximadamente una cuarta parte del total de 

proteínas en la célula (Billingsley & Kincaid, 1997; Kandel et al., 2013).  
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De acuerdo con el tipo celular, función o etapa de desarrollo en particular, el citoesqueleto 

puede especializarse bioquímicamente. Además. cada elemento del citoesqueleto funge 

papeles únicos y esenciales para la funcionalidad del sistema nervioso (Squire et al., 2008). 

En las neuronas se conservan las tres categorías de filamentos, pero el tipo de filamentos 

intermedios en las células nerviosas reciben el nombre de neurofilamentos. Estos 

filamentos son estables y casi completamente polimerizados, miden 10 nm de diámetro y 

proporcionan fuerza y resistencia al estrés mecánico. Están conformados por subunidades 

muy pequeñas, lo que los hace largos y fibrosos. Rodean a la superficie interna de la 

envoltura nuclear, protegiendo al ADN y son el componente más abundante en los axones, 

lo cual ayuda a las neuronas a extender axones largos y compactos (Alberts, 2015; Kandel 

et al., 2013). 

Los microtúbulos dan posición a los organelos rodeados de membrana y dirigen el 

transporte intracelular (Hyams & Lloyd, 1993; McKean et al., 2001). Están conformados por 

subunidades de heterodímeros de α y β-tubulina (Squire et al., 2008). Tienen forma de 

cilindros huecos y miden 25 nm de diámetro, y son rígidos, largos y rectos. En el sistema 

nervioso, desarrollan y mantienen la forma celular extendiendo andamios de un extremo de 

la neurona a otro. En dendritas y axones maduros, los microtúbulos mantienen su 

estabilidad gracias a las proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs), que promueven la 

polimerización orientada y el ensamblaje de polímeros de tubulina. Estas MAPs se 

distribuyen diferencialmente en axones y dendritas; por ejemplo, la MAP2 se encuentra más 

concentrada en las dendritas, y Tau en los axones (Goedert et al., 1991; Matus, 1991) 

Los microfilamentos o filamentos de actina, son los más delgados (3-7 nm), determinan la 

forma de la superficie celular y son necesarios para la locomoción (Kessels et al., 2011). La 

actina se encuentra en forma monomérica (G-actina) o como actina globular polimerizada 

(F-actina) formando dos cadenas (Guadix, 2007). Los filamentos de actina son cortos y se 

concentran en la periferia celular (plasma cortical) y forman una densa red con proteínas 

de unión a actina. Son importantes para la funcionalidad celular como los conos de 

crecimiento axonal, la generación de microdominios específicos y la creación de 

especializaciones morfológicas en la pre y postsinápsis (Fregozo & Pérez Vega, 2012). No 

se debe dejar de lado el importante papel de las proteínas asociadas, pues éstas se unen 

a los filamentos o a sus subunidades, lo que permite determinar los lugares de ensamblaje 

de nuevos filamentos, regular la ruptura de filamentos para formar nuevas subunidades, 
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cambiar la cinética de ensamblaje y desensamblaje, transformar la energía en fuerza y unir 

filamentos entre sí o a otras estructuras (Alberts, 2015). 

 

Figura 1. Proteínas del citoesqueleto neuronal involucradas en la plasticidad estructural. *Modificada de 

Barón-Mendoza & González-Arenas, 2020. 

Cuando el cerebro es estimulado, se pueden desencadenar cambios de acuerdo con dos 

propiedades neuronales. La primera es la excitabilidad, que es la capacidad de las células 

nerviosas para reaccionar ante un input o estímulo entrante. La segunda se refiere a 

transformaciones funcionales y estructurales que pueden surgir en circuitos específicos 

como resultado de estímulos apropiados. Esta propiedad es conocida como plasticidad 

neuronal (Kandel et al., 2013). 

La plasticidad neuronal se define como la capacidad de las neuronas para someterse a 

cambios en respuesta a la estimulación (Castrén & Hen, 2013). Para que ocurra plasticidad 

neuronal se requiere del rearreglo del citoesqueleto (Lamprecht & LeDoux, 2004). El estado 

dinámico de microtúbulos y microfilamentos permite la plasticidad en una neurona madura 

(Kandel et al., 2013). Esto puede verse reflejado en el fortalecimiento y debilitamiento de 
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las sinapsis mediante la modificación morfológica de espinas dendríticas para modular la 

conectividad o la transmisión sináptica (Urbanska et al., 2012). 

2.2.1 Espinas dendríticas 

Las espinas dendríticas son el sitio primario de contacto entre dendritas y axones. Éstas 

son protrusiones del eje dendrítico, que sirven como sitio postsináptico primario de contacto 

para la mayoría de las sinapsis excitatorias del Sistema Nervioso Central (SNC) (Fischer et 

al., 1998; Hering & Sheng, 2001). Existen diversas clasificaciones de acuerdo con la 

morfología de las espinas, el grupo de Risher et al., 2014 las dividió en filopodios, delgadas 

largas, delgadas, regordetas, de hongo, y ramificadas. Diferentes estudios han comprobado 

que la estructura de la espina está directamente relacionada con las características 

funcionales de la sinapsis (Tashiro & Yuste, 2003). Asimismo, han sido propuestas como la 

base morfológica de la plasticidad sináptica pues son susceptibles a modificaciones 

dependientes de la actividad sináptica (Yuste & Bonhoeffer, 2004), y por lo tanto están 

involucradas en procesos de aprendizaje y memoria (Tashiro & Yuste, 2003). 

 

2.2.1.1 Proteínas de unión a actina 

Los cambios morfológicos de las espinas dendríticas dependen del rearreglo del 

citoesqueleto de actina (Borovac et al., 2018; Hering & Sheng, 2001; Spence & Soderling, 

2015; Tashiro & Yuste, 2003). Además de encontrarse en las espinas, éstos se concentran 

en la periferia de la célula (actina cortical) y determinan la forma de la superficie celular. Los 

microfilamentos son necesarios para la locomoción (Kessels et al., 2011), así como para la 

Figura 2.  Morfología de las espinas dendríticas. *Reproducida de Risher et al., 2014. 
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formación de los conos de crecimiento axonal, la generación de microdominios específicos 

y la creación de especializaciones morfológicas en la pre y postsinápsis (Fregozo & Pérez 

Vega, 2012). Las proteínas de unión a actina (ABPs) se unen a los filamentos o a sus 

subunidades, lo que permite determinar los lugares de ensamblaje de nuevos filamentos, 

regular la ruptura de filamentos para formar nuevas subunidades, cambiar la cinética de 

ensamblaje y desensamblaje, transformar la energía en fuerza y unir filamentos entre sí o 

a otras estructuras (Alberts, 2015).  

Dentro de las ABPs relevantes para la plasticidad de las espinas dendríticas destaca la 

cofilina. La cofilina se encuentra abundantemente en la densidad postsináptica (PSD) (Racz 

& Weinberg, 2006) y es una proteína encargada despolimerizar los filamentos de actina en 

su extremo negativo (Sarmiere & Bamburg, 2004). Esta actividad es inhibida, mediante la 

fosforilación de la proteína en el residuo de serina 3 (Ser-3) (Yang et al., 1998).  Por lo tanto, 

la actividad de la cofilina es de suma importancia para la dinámica de la PSD (Frost et al., 

2010) pues se ha comprobado que la retracción de los filamentos de actina es crucial para 

el reclutamiento e inserción de receptores AMPA (AMPARs) en esta zona (Spence & 

Soderling, 2015).  

Por su parte, la sinaptopodina (SYNPO) es una ABP rica en prolina, por lo que tiene una 

estructura linear que permite la alineación paralela de los filamentos de actina (Mundel 

et al., 1997). Ésta se encuentra en abundancia en el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el 

núcleo estriado y el hipocampo, y más específicamente en las espinas dendríticas (Mundel 

et al., 1997, 1997; Segal et al., 2010) y en los segmentos iniciales de los axones (Schlüter 

et al., 2017). Ha sido ampliamente relacionada con el aparato espinal, el cual es una 

extensión del retículo endoplásmico liso dentro del cuello de las espinas dendríticas, siendo 

este la principal fuente de calcio intracelular de las espinas dendríticas (Deller et al., 2000, 

2007; Segal et al., 2010). Se ha observado que ratones que no expresan SYNPO carecen 

del aparato espinal y deficiencias en la inducción de potenciales a largo plazo (LTPs) (Deller 

et al., 2003). Ha sido observada mayormente en espinas con morfología de hongo que, 

como se mencionó anteriormente, está relacionada con la maduración de éstas (Tashiro & 

Yuste, 2003); por lo que se ha propuesto que la SYNPO confiere estabilidad a las espinas 

dendríticas (Fischer et al., 2000; Okubo-Suzuki et al., 2008).  
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2.2.2 Implicaciones en el TEA 

Las anormalidades del desarrollo cerebral y su conectividad en el TEA podrían estar 

asociadas con alteraciones en la plasticidad neuronal que incluye procesos de 

neuritogénesis, elongación de axones y dendritas (Bakos et al., 2015). Los genes de riesgo 

en el TEA suelen codificar para proteínas de andamiaje sináptico, receptores, moléculas de 

adhesión celular, proteínas que controlan la dinámica de actina, proteínas involucradas en 

la remodelación de cromatina, transcripción, síntesis o degradación de proteínas (Joensuu 

et al., 2018). 

Muchos de los genes susceptibles del autismo convergen en vías postsinápticas de células 

glutamatérgicas, en el desarrollo y maduración de contactos sinápticos o la transmisión 

sináptica (Joensuu et al., 2018). Se han encontrado, también, mutaciones en algunos genes 

relacionados con la plasticidad neuronal asociados al TEA. Estos hallazgos podrían indicar 

que, dentro de los cambios en el sistema nervioso de pacientes con TEA, se encuentren 

cambios en la morfología y plasticidad de las neuronas. 

 

 

 

Cofilina 

Despolime

p-Cofilina 

Polimeriza

Sinaptopodina 

Figura 3. Proteínas de unión a actina y su función en la plasticidad sináptica de las espinas dendríticas. 
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2.3 Corteza prefrontal 

La corteza prefrontal (CPF) forma parte de la neocorteza y se encuentra en el polo anterior 

de los cerebros de mamíferos, justo delante de la corteza motora y delimita 

subcorticalmente con la superficie dorsomedial de la corteza límbica (Smith et al., 2012). 

Los diferentes tipos de corteza representan aproximadamente el 40% del volumen total del 

cerebro humano, y de ésta alrededor del 90% es neocorteza (Pinel, 2012; Portellano, 2011). 

Su grosor es constante entre especies (2-4 mm) y se caracteriza por su organización en 

seis capas y diversas minicolumnas que incrementan la eficiencia computacional (Kandel 

et al., 2013). Las capas de la neocorteza se distinguen por el tipo, densidad y disposición 

celular (Snell & Ovid Technologies, 2014). Las principales eferencias de la neocorteza se 

dan mediante las neuronas piramidales, siendo las de la capa II/III las encargadas de la 

comunicación corticocortical, y las piramidales de las capas V/VI de la comunicación 

subcortical (Kandel et al., 2013; Purves, 2018).  

Existe una diferencia en la maduración de las capas neuronales de la CPF. Las capas IV, 

V y VI maduran antes que las capas II y III (Poliakov, 1961). Específicamente, el 

modelamiento y diferenciación de las neuronas piramidales de la capa III continúa hasta la 

pubertad (Mrzljak et al., 1991). Esta maduración termina hacia la tercera década de vida en 

los humanos y se ha relacionado con el control cognitivo del proceso atencional (Fuster, 

2015).  

Asimismo, la neocorteza tiene una organización minicolumnar. La formación minicolumnar 

comienza temprano en el desarrollo con la migración y diferenciación celular por medio de 

la glía radial. Durante el primer año de vida hay una gran densidad neuronal, pero al llegar 

a los dos años comienza el proceso apoptótico de refinación haciendo que las minicolumnas 

se espacien y den lugar al acomodo de axones y dendritas a través de las capas corticales 

(Amaral et al., 2008). Las columnas miden una fracción de milímetro y sus neuronas están 

dispuestas en grupos de alineación radial que abarcan todas las capas corticales. 

Responden de manera parecida, por lo que se cree que forman parte de una red de 

procesamiento local (Kandel et al., 2013; Purves, 2018). Además, existen interneuronas 

GABAérgicas que se acomodan en el núcleo y en la periferia de la minicolumna modulando 

la señalización de las neuronas piramidales para el procesamiento de información 

(Casanova et al., 2006).  
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2.3.1 Conectividad 

La CPF recibe proyecciones de diversas áreas corticales y subcorticales, y proyecta a casi 

todas las estructuras de las que recibe información (Fuster, 2015)La mayor parte de esas 

proyecciones retroactivas son de tipo top-down a otros sistemas corticales sensitivos y 

motores (Fuster, 2015; Kandel et al., 2013; Smith et al., 2012). 

De acuerdo con sus aferencias, la CPF puede dividirse principalmente en dos áreas: CPF 

dorsolateral (CPFDL), que recibe aferencias visuales, auditivas y somatosensoriales; y CPF 

orbitomedial (OM), la cual recibe aferencias olfatorias, gustativas, además de auditivas y 

algunas somatosensoriales (Helen Barbas et al., 2011; Carmichael & Price, 1995; Fuster, 

2015; Öngür & Price, 2000). También se ha encontrado que, específicamente la OM recibe 

y proyecta fibras hacia el tálamo medial (Ilinsky et al., 1985; Middleton & Strick, 1994; Porrino 

& Goldman‐Rakic, 1982), el hipotálamo (Jacobson et al., 1978; Kievit & Kuypers, 1975; Rempel‐

Clower & Barbas, 1998), la corteza límbica (Amaral & Price, 1984; H Barbas & De Olmos, 1990; 

Helen Barbas et al., 2011; Cavada & Reinoso‐Suárez, 1985; Llamas et al., 1989; McDonald, 1991; 

Morecraft et al., 1992; Porrino & Goldman‐Rakic, 1982) y la corteza temporal medial, incluyendo 

al hipocampo (Bachevalier et al., 1997; Carmichael & Price, 1995; Cavada et al., 2000; 

Pandya & Yeterian, 1985; Vogt & Pandya, 1987; Webster et al., 1994). Este circuito 

conforma el sustrato anatómico para la conducta emocional e instintiva (Fuster, 2015).  
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Figura 4. Diagrama de la conectividad de la CPF con estructuras corticales y subcorticales involucradas 

en la conducta emocional y su regulación. *Reproducido de Fuster, 2015. 

 

Del mismo modo, el área DL de la CPF recibe y proyecta fibras hacia el tálamo lateral (Kelly 

& Strick, 2004; Schell & Strick, 1984), el núcleo caudado dorsal (De Vito & Smith Jr, 1964; 

Johnson et al., 1968; Kemp & Powell, 1971; Kitai et al., 1976; Leonard, 1969) y áreas 

posteriores de la neocorteza (Helen Barbas & Mesulam, 1981; Benevento & Fallon, 1975; 

Huerta et al., 1987; Jacobson et al., 1978; Pandya & Kuypers, 1969; Petrides & Pandya, 

1984). Esta red supone una estructura jerárquica donde la CPF proyecta a corteza 

premotora, ésta a su vez envía fibras a la corteza motora primaria y ésta envía información 

a áreas corticales sensoriales, así como a áreas subcorticales como el tálamo y, de manera 

indirecta a estructuras involucradas en el control motor como los ganglios basales y el 

cerebelo. Lo anterior forma un ciclo de percepción-acción, es decir, un flujo circular de 

procesamiento de la información que vincula al organismo con su ambiente para poder 

ejecutar conductas dirigidas a metas (Fuster, 2015). 
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2.3.2 Implicaciones en el TEA 

La CPF ha sido asociada con signos característicos del TEA como la regulación de 

respuestas socioemocionales y la dificultad para llevar a cabo funciones ejecutivas. Es por 

ello que se han llevado a cabo diversas investigaciones que buscan conocer las 

características neurobiológicas que subyacen a este trastorno y su relación con esta 

estructura. 

Por ejemplo, se han observado diferencias en el volumen cerebral dependiendo de la edad, 

pues en etapas tempranas existe un incremento en la materia gris del lóbulo frontal de niños 

con TEA (Courchesne et al., 2001) y éste va disminuyendo en etapas posteriores del 

desarrollo (Carper & Courchesne, 2005). Estos cambios podrían ser debidos al aumento en 

el número de neuronas en la infancia (Courchesne et al., 2011) que a su vez puede 

relacionarse con la reducción en el ancho de las minicolumnas en la neocorteza (Casanova 

et al., 2006). Además, se han reportado anormalidades en la citoarquitectura laminar y 

desorganización de las neuronas corticales (Stoner et al., 2014), decremento en la 

Figura 5. Diagrama de la conectividad de la 

CPF con estructuras corticales y 

subcorticales involucradas con el control 

motor y la conducta dirigida a metas. 

*Modificado de Fuster, (2015) y Kandel et al., 

(2013). 
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expresión de proteínas relevantes en el proceso de mielinización e incremento de  (Broek 

et al., 2014).Estos hallazgos podrían relacionarse con los cambios en patrones de 

conectividad de la CPF (Barnea-Goraly et al., 2004; Monk et al., 2009). 

 

2.4 Ácido Docosahexaenoico 

El ácido docosahexaenoico (DHA) es un ácido graso poliinsaturado de cadena larga 

omega-3 (LC-PUFA n-3). Este es un ácido graso esencial, es decir que es necesario para 

el mantenimiento de una salud óptima, pero el porcentaje de biosíntesis es muy bajo 

(alrededor del 5%) por lo que debe ser obtenido de la dieta (Yehuda et al., 2005). La tabla 

1 enlista el contenido de PUFAs-n3 en los alimentos, 

 

Tabla 1. Contenido de Ácidos grasos ω3 en los alimentos. ALA: Ácido α-linolénico; EPA: Ácido 

eicosapentaenoico; DHA: Ácido docosahexaenoico. *Traducido de Office of Dietary Supplements – Omega-

3 fatty acids, NIH 

Alimento Gramos por porción 

ALA DHA EPA 

Aceite de linaza, 1cda. 7.26   

Semillas de chía, 1oz. 5.06   

Nuez de castilla, 1oz. 2.57   

Linaza entera, 1cda. 2.35   

Salmón atlántico asado (piscifactoría), 3oz.  1.24 0.59 

Salmón atlántico asado (salvaje), 3oz.  1.22 0.35 

Arenque atlántico asado, 3oz.  0.94 0.77 

Aceite de canola, 1cda. 1.28   
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Sardinas enlatadas en salsa de tomate, drenadas, 

3oz. 

 0.74 0.45 

Verdel atlántico asado, 3oz.  0.59 0.43 

Salmón rosa enlatado, drenado, 3oz. 0.04 0.63 0.28 

Aceite de soya, 1cda. 0.92   

Trucha arcoíris salvaje asada, 3oz.  0.44 0.40 

Nueces negras, 1oz. 0.76   

Mayonesa, 1 cda. 0.74   

Atún light enlatado en agua, drenado, 3oz.  0.17 0.02 

Tilapia asada, 3oz. 0.04 0.11  

Escalopas asadas, 3oz.  0.09 0.06 

Bacalao pacífico asado, 3oz.  0.10 0.04 

Atún de aleta amarilla asado, 3oz.  0.09 0.01 

Frijoles enlatados, ½ taza 0.10   

Frijoles refritos enlatados, vegetarianos, ½ taza 0.07   

Carne molida 85% magra, asada, 3oz. 0.04   

Pan de trigo integral, 1 rebanada 0.04   

Huevo asado, 1 huevo  0.03  

Pechuga de pollo rostizada, 3oz.  0.02 0.01 

Leche baja en grasa (1%), 1 taza 0.01   

Cnotinuación tabla 1. Contenido de Ácidos grasos ω3 en los alimentos. ALA: Ácido α-linolénico; EPA: 

Ácido eicosapentaenoico; DHA: Ácido docosahexaenoico. *Traducido de Office of Dietary Supplements – 

Omega-3 fatty acids, NIH 
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El cerebro contiene grandes cantidades de lípidos (Bradbury, 2011; Mazahery et al., 2017; 

Singh, 2005). El DHA se encuentra en abundancia en la corteza cerebral, las membranas 

de centros de comunicación sináptica y las mitocondrias (Singh, 2005), y es el PUFA más 

abundante en la materia gris en SNC (Bradbury, 2011). 

Además de ser estructuralmente relevante en las neuronas, también activa cascadas de 

señalización al unirse con sus receptores PPARγ, GPR40 y GPR120. Se ha visto que esta 

activación induce el rearreglo del citoesqueleto; por ejemplo, se ha visto que la 

suplementación oral con DHA incrementa la densidad de espinas dendríticas en los 

hipocampos de gerbos maduros (Sakamoto et al., 2007). Además, la activación de PPARγ 

ha sido relacionada con el crecimiento de neuritas en células de neuroblastoma humano 

(Miglio et al., 2009), y la activación del receptor GPR40 ha sido asociada con un incremento 

en la fosforilación de CREB, Akt, ERK1/2 y la síntesis de BDNF, lo que promueve la 

plasticidad neuronal (Yamashima, 2015) además de promover la neurogénesis en el 

hipocampo adulto (Yamashima, 2008). Por otra parte, la activación de éstos receptores y 

sus vías también han sido relacionados con cambios cognitivo-conductuales como mejoras 

en pruebas conductuales asociadas a memoria y aprendizaje en un modelo murino de 

Alzheimer (Quintanilla et al., 2014), procesos de adquisición y consolidación de la memoria 

(Yamashima, 2015), y efectos ansiolíticos en ratones (Auguste et al., 2016).  

2.4.1 DHA como tratamiento para el TEA 

El consumo de DHA ha sido relacionado con la mejora de procesos cognitivos como la 

atención y la memoria en sujetos neurotípicos (Boucher et al., 2011; Kirby et al., 2010a, 

2010b; Kuratko et al., 2013; Richardson et al., 2012). Es por ello que se ha propuesto la 

intervención nutrimental con PUFAs para el tratamiento del TEA. Se han observado mejoras 

globales en el desempeño en instrumentos de medición y diagnósticos elaborados para 

personas con TEA (Meguid et al., 2008; Meiri et al., 2009; Ooi et al., 2015); así como en 

conductas típicas del trastorno, como reducción del comportamiento hiperactivo (Amminger 

et al., 2007; Bent et al., 2011; Infante et al., 2020), mejora de la conducta social (Mazahery 

et al., 2019; Parellada et al., 2017; Yui et al., 2012) y del lenguaje (Sheppard et al., 2017). 
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2.5 Modelos de estudio para el TEA 

En la actualidad existen varios modelos animales que han ayudado en el estudio del TEA. 

Estos modelos deben contar con la misma disfunción biológica que cause la enfermedad 

en el humano, así como una respuesta análoga a los tratamientos que prevengan o 

reviertan los síntomas en el humano para ser válidos (Silverman et al., 2010). Dentro de 

estos modelos se encuentran aquellos que tienen relación genética con el trastorno donde 

se altera un gen, o bien, vías de señalización afectadas en el autismo (Moy, Nadler, 

Magnuson, & Crawley, 2006); modelos de síndromes comórbidos y modelos conductuales 

que muestran los síntomas centrales del TEA (Ellegood & Crawley, 2015). 

Particularmente, los ratones de laboratorio mus musculus han sido ampliamente utilizados 

para el desarrollo de modelos genéticos y no genéticos ya que, al conocerse 

detalladamente su conducta silvestre, permite observar, medir y analizar los cambios 

conductuales relacionados con la sintomatología del trastorno (Hrabovska & Salyha, 2016). 

Entre los modelos genéticos más utilizados destacan Shank3 (ex4-9J), Nlgn4 (-/-) y Nrxn1α; 

así como modelos sindrómicos, es decir que presentan otro trastorno comórbido al TEA 

como Fmr1(-/y), Mecp2tm1Hzo y Tsc1 (Bauman et al., 2019; Bey & Jiang, 2014). Del mismo 

modo, existen modelos ambientales como las ratas Wistar expuestas a ácido valproico, el 

cual es un fármaco antiepiléptico teratógeno, durante la gestación (Nicolini & Fahnestock, 

2018); y el modelo de activación inmune materna (MIA) (Kentner et al., 2019). No obstante, 

la limitación en este tipo de modelos es que tienen una causa específica y bien identificada, 

mientras que el TEA, como se mencionó previamente, es multifactorial y su etiología 

heterogénea es dada por la interacción entre factores genéticos y ambientales. Es por ello 

que se han propuesto modelos conductuales para emular la heterogeneidad del trastorno 

como la cepa BTBR T+ tf/J y la C58/J (Bauman et al., 2019; Bey & Jiang, 2014; Ellegood 

et al., 2015). 

2.5.1 Cepa C58/J como modelo de estudio para el TEA 

La cepa C58/J fue desarrollada por McDowell en 1921 mediante el cruce endogámico de 

ratones C57 BL/6 a partir de la F38+ (000669 - C58/J, s/f; Flurkey, 2009). Ésta ha sido 

ampliamente utilizada como modelo conductual para la investigación del TEA (Blick et al., 

2015; Moy et al., 2006; Muehlmann et al., 2012; Ryan et al., 2010), pues presenta 

conductas que asemejan a las deficiencias en la interacción social y a las conductas 
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restringidas y repetitivas observadas en el TEA en humanos como ansiedad incrementada, 

actividad exploratoria disminuida , marcaje o reconocimiento social decrementado (Ryan 

et al., 2010), hiperactividad motora en forma de saltos verticales, acicalamiento repetitivo y 

“piruetas o volteretas”, que se presentan a temprana edad y continúan durante la adultez 

(Blick et al., 2015; Moy et al., 2006; Muehlmann et al., 2012; Ryan et al., 2010).  

También se ha probado la respuesta de los C58/J a diversos tratamientos farmacológicos 

propuestos para disminuir los síntomas del TEA. Por ejemplo, se ha encontrado que los 

saltos repetitivos disminuyen administrando antagonistas de mGluR5 (Silverman et al., 

2010), así como una disminución de los estereotipos motores con el uso de un tratamiento 

agudo de oxitocina (Teng et al., 2013) y reducción de los saltos en los flancos traseros ante 

la administración de R-Baclofen (Silverman et al., 2010). Por lo anterior, este modelo 

representa una ventaja en la investigación sobre el TEA pues además de presentar los 

síntomas conductuales característicos de este trastorno y responder a diversos 

tratamientos farmacológicos, su origen endogámico mantiene la heterogeneidad 

característica del autismo. 

Previamente nuestro grupo demostró que los ratones macho adultos de la cepa C58/J 

presenta cambios en proteínas relacionadas con el rearreglo del citoesqueleto, 

particularmente se observó un decremento significativo en el contenido de p-cofilina en la 

CPF, en comparación con una cepa neurotípica (Barón-Mendoza et al., 2018). 

Posteriormente, se realizó un análisis de Sholl para analizar la complejidad del árbol 

dendrítico de neuronas piramidales CPF e hipocampo de ésta cepa, encontrando que el 

modelo de TEA despliega una menor complejidad dendrítica en comparación con la cepa 

control (Barón-Mendoza et al., 2019). Asimismo, se analizó el número y clasificación de 

espinas dendríticas de las neuronas piramidales de la región CA1 del hipocampo y se 

encontró que la cepa C58/J presenta un mayor número de espinas de tipo larga delgada en 

la dendritas apicales y basales, que indican inmadurez de las espinas, y un menor número 

de espinas maduras de tipo hongo en las dendritas basales, que indicarían disminución de 

espinas maduras. Estos resultados contribuyen a las teorías que proponen que existen 

cambios funcionales y morfológicos en las neuronas de sujetos con TEA.  
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3. Justificación 

La conectividad neuronal atípica en el TEA ha sido asociada con alteraciones en la 

plasticidad estructural de las espinas dendríticas. Para la formación de éstas es necesaria 

la dinámica del citoesqueleto de actina mediante la actividad de las ABPs. Se ha propuesto 

que el DHA podría tener un efecto sobre estas proteínas. Por lo anterior, es importante 

evaluar los efectos de la suplementación con DHA sobre las ABPs, coflina y sinaptopodina 

en la CPF de ratones con fenotipo autista. 

 

4. Hipótesis 

En la CPF: 

• El contenido de las ABPs cofilina, p-cofilina y sinaptopodina será menor en los 

ratones con fenotipo autista en comparación con el fenotipo silvestre. 

•  El contenido de estas proteínas incrementará en ambas cepas al ser 

suplementadas con DHA. 

• La densidad de espinas dendríticas será mayor en los ratones con fenotipo autista 

en comparación con los ratones neurotípicos. 

 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Evaluar los efectos de la suplementación con DHA en la CPF de la cepa C58/J (fenotipo 

autista), a través del análisis del contenido de las proteínas de unión a actina (coflina y 

sinaptopodina). 

5.2 Objetivos particulares 

Todos los objetivos se llevarán a cabo en ratones adultos de la cepa C58/J y ratones 

C57/BL6 (WT) suplementados con DHA o vehículo. 

 

1. Examinar si existen diferencias en el peso del cerebro. 
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2. Evaluar el contenido de cofilina y p-cofilina, y sinaptopodina. 

3. Realizar un análisis in silico de sitios de unión de factores transcripción, que 

reponden a DHA, a los promotores de los genes que codifican para cofilina y 

sinaptopodina. 

4. Determinar la densidad de espinas dendríticas en segmentos de neuronas 

piramidales de la CPF. 

 

6. Metodología 

6.1 Animales 

Para evaluar el efecto de la suplementación con DHA en los ratones con fenotipo autista se 

establecieron los siguientes grupos: 

• C58/J (fenotipo autista) con vehículo (EtOH 5% + Sacarosa 3%) 

• C57/BL6 (control) con vehículo (EtOH 5% + Sacarosa 3%) 

• C58/J con suplementación (250mg/kg DHA + veh) 

• C57/BL6 con suplementación (250mg/kg DHA + veh) 

Los animales fueron alojados en un sistema de cajas ventiladas individualmente bajo 

condiciones estándar (temperatura media 22 ± 2°C, 40 ± 10% de humedad relativa, ciclo 

de luz oscuridad 12:12h) en cama de aserrín esterilizado (ENVIGO). Recibieron una dieta 

comercial peletizada (TG rodent diet T2018S.15, ENVIGO) y agua ad libitum de un sistema 

de agua automatizado. A partir de la sexta semana de vida se les administró el tratamiento 

a todos los grupos durante cuatro semanas. Los animales fueron sacrificados a las 10 

semanas de edad mediante decapitación (de acuerdo con los Lineamientos para la 

Eutanasia en Animales 2013), y posteriormente se extrajeron y pesaron los cerebros. 

6.2 Cuantificación de proteínas 

6.2.1 Disección de la corteza prefrontal y obtención de proteínas 

Para analizar los cambios en el contenido de las proteínas de citoesqueleto, se obtuvo la 

CPF de cada cría de acuerdo con el atlas de Paxinos y Franklin (2013). Éstas fueron 

homogeneizadas en 500µl de buffer de lisis (RIPA) con inhibidor de proteasas. El 
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homogeneizado se centrifugó a 14000rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C 

para obtener las proteínas totales, las cuales fueron cuantificadas usando un 

espectrofotómetro Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific Inc., Delaware, USA). Los 

homogeneizados se guardaron en congelación hasta su uso. 

6.2.2 Electroforesis y Western Blot 

Las muestras (100µg) fueron adicionadas con buffer Laemmlie y se hirvieron durante 5 

minutos para desnaturalizar las proteínas. Posteriormente, se separaron por peso 

molecular en geles desnaturalizantes SDS-PAGE de acrilamida al 15% para cofilina y p-

cofilina y al 10% para SYNPO a 80 mV. En el primer carril se agregó un marcador de peso 

molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (BioRad, California, USA). Los 

geles fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa previamente activada con 

MeOH en una cámara semihúmeda. Se bloquearon las membranas con una solución de 

leche descremada al 5% durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitación. 

Posteriormente se incubaron con anticuerpos primarios específicos durante toda la noche 

a 4°C. Una vez terminada la incubación, las membranas se reincubaron con anticuerpos 

secundarios conjugados con peroxidasa de rábano (HRP) durante 40 minutos a 

temperatura ambiente y en agitación. El complejo antígeno-anticuerpo se detectó mediante 

quimioluminiscencia (SuperSignal™ West ThermoScientific, Massachusetts, EUA) 

registrada por autorradiografía. 

Para evaluar el control de carga, se disociaron los complejos antígeno-anticuerpo usando 

glicina ácida (pH 2.5) durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitación (técnica de 

stripping). Las membranas fueron nuevamente bloqueadas como se describió previamente 

y se incubaron con anticuerpo primario anti-αtubulina a 4°C durante toda la noche. 

Después, la membrana se reincubó con anticuerpo secundario específico durante 40 

minutos a temperatura ambiente y en agitación. Las placas se revelaráon con el método 

previamente descrito. 

Entre cada paso posterior a la electrotransferencia, las membranas se lavaron 3 veces 

durante 5 minutos cada vez con TBS-Tween 0.1% en agitación y a temperatura ambiente. 
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6.2.3 Densitometría y análisis estadístico 

Las bandas obtenidas se analizaron mediante densitometría usando el programa ImageJ 

1.8. Los resultados de la densitometría fueron evaluados con el programa estadístico 

GraphPad Prism 8.0.2 realizando ANOVA de una vía, seguida de una prueba Tukey post 

hoc. Los valores de p<0.05 serán considerados significativos. 

 

6.3 Análisis in silico de factores de transcripción para ABPs 

Las secuencias de los promotores para los genes de ratón que codifican para las proteínas 
cofilina y sinaptopodina se obtuvieron de la base de datos e!Ensembl 

(https://www.ensembl.org/index.html) (Hunt et al., 2018). Ésta secuencias fueron 
posteriormente analizadas en la base de datos de Algorthmics Genetics Groups (ALGGEN) 
de promotores (http://alggen.lsi.upc.es/) (Farré et al., 2003; Messeguer et al., 2002) para 
buscar posibles sitios de unión para los factores de transcripción CREB y el complejo PPAR-
RXR. Los resultados fueron filtrados para obtener un mínimo de 85% de similitud en los 
sitios de unión. 

6.4 Análisis de la densidad de espinas dendríticas 

6.4.1 Tinción de Golgi-Cox 

Para llevar a cabo el conteo y clasificación de las espinas dendríticas, se llevó a cabo la 

tinción de Golgi-Cox. Ésta es un conjunto de técnicas donde se lleva a cabo una fijación 

con sales dicrómicas, seguida por la exposición a sales metálicas o plúmbicas que se 

depositan, formando un fijado característico que marca los cuerpos celulares y sus 

prolongaciones (Alonso, 1994). Una vez extraídos los cerebros, estos serán teñidos con el 

FD Rapid Golgi Stain Kit (FD NeuroTechnologies, Inc.) bajo los lineamientos del manual del 

usuario. La tinción, basada en la técnica de Golgi-Cox descrita por Glaser y Van der Loos 

(1981) y Ramón-Moliner (1970), consiste en una solución de impregnación compuesta por 

dicromato de potasio, cromato de potasio y cloruro de mercurio (Koyama & Tohyama, 2012). 

Cada cerebro fue sumergido en 3 ml de la solución de impregnación preparada con una 

mezcla de volúmenes iguales de la solución A y B (cloruro de mercurio, cromato de potasio 

y dicromato de potasio). Después de 24 horas, la solución se reemplazó por solución fresca 

y los cerebros se almacenaron durante 2 semanas a 25°C en la oscuridad. Posteriormente 

los cerebros fueron sumergidos en la solución C (contenido no especificado en el manual), 
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la cual fue reemplazada por solución fresca después de 24 horas, y se almacenaron por 

una semana más bajo las mismas condiciones. 

6.4.2 Corte en criostato 

Los cerebros se precongelaron con hielo seco y se fijaron a la platina con FSC 22 el cual 

es un compuesto de inclusión base agua, usado en los cortes por congelación y la 

temperatura del criostato se fijó en -25°C para comenzar los cortes por congelación. La 

corteza prefrontal de los cerebros (bregma 3.17, 1.97 mm) se cortó en rebanadas de 70μm 

de acuerdo con el atlas de Paxinos y Franklin (2013). 

Los cortes fueron montados con ayuda de pinceles en portaobjetos de microscopio 

cubiertos con gelatina (2.5 g grenetina; 0.2 g Cr2(SO4)3 /500ml). Cada corte fue enmarcado 

con plumón hidrofóbico (Super Pap Pen, BioCare Medical, USA) y se llevó a cabo el 

revelado de la tinción cubriendo las rebanadas con una mezcla de las soluciones D, E y 

agua Milli-Q en una proporción 1:1:2 (contenido no especificado en el manual). Las 

muestras se lavaron con agua Milli-Q, después se dejarán secar naturalmente y serán 

protegidas con resina y cubreobjetos. 

6.4.3  Determinación de la densidad de espinas dendríticas 

Se seleccionaron 20 neuronas piramidales en la capa II/III de la CPF (bregma 3.17 a 2.93 

mm) de cada cepa, que estuvieran completamente teñidas con la dendrita apical bien 

identificable y lo más aisladas posible de otras neuronas para que sus procesos fueran 

claros y evitar ruido durante el análisis. Las imágenes se adquirieron usando un microscopio 

Olympus BX51-WI -DSU (Disk Scanning Unit) (Tokyo, JP.; Objective Microscope: 100X) 

acoplado al software Stereoinvestigator 9® software (MBF Bioscience, VT, US), que permite 

obtener una serie de imágenes en z-stack (con una distancia de 2µm entre imágenes) de 

las secciones apical y basales de las neuronas.   

Se seleccionaron 6 segmentos dendríticos de 25 µm de las dendritas apical y basales. Las 

dendritas serán clasificadas en apicales y basales, y se realizó un conteo manual del área 

proximal (<40µm del soma) y distal (>40µm del soma) tanto de la dendrita apical como de 

las dendritas basales para obtener una muestra representativa de las espinas del árbol 

dendrítico de cada neurona. Se analizaron un total de 12 segmentos dendríticos por 

neurona y cada espina se contará de forma manual. 
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7. Resultados 

7.1 Peso corporal y del cerebro 

Se extrajeron los cerebros de ratones macho adultos de entre 8 y 10 semanas, C58/J y sus 

controles C57BL/6 con y sin suplementación con DHA. Éstos fueron pesados y se encontró 

que tanto el factor tratamiento (F1,19)=28.77, p<0.05) como el factor fenotipo (F1,19)=126.1, 

p<0.05)  tienen una relación significativa con el peso del cerebro; sin embargo, no se 

encontró una significancia estadística en la interacción de ambos factores. Los cerebros de 

ratones con fenotipo autista pesan menos en comparación con los ratones silvestres 

(p<0.05). Asimismo, se encontró que la suplementación con DHA aumenta el peso de los 

ratones vehículo de ambas cepas (p<0.05). Es importante destacar que no hay diferencias 

significativas entre los grupos WT-Veh y A-DHA (Fig. 6). 

 

 

Figura 6. Efecto de la suplementación con DHA sobre el peso del cerebro de ratones C57BL/6 y C58/J 

entre 8 y 10 semanas de edad. Cepa silvestre (WT) y cepa con fenotipo autista (A). Peso del cerebro (g) de 
ratones machos WT y A con vehículo o suplementados con DHA. Los resultados se expresan como media ± 
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EE, n=6. ANOVA de dos vías: Tratamiento (F1,19)=28.77, p<0.05); Fenotipo (F1,19)=126.1, p<0.05); *p<0.05 vs 

WT Veh; #p<0.05 vs A Veh. 

 

Aunque no se registró el peso corporal de los ratones, para evaluar el promedio de éste 

en la cepa WT y A usando datos obtenidos de varios estudios recopilados a través de 

“Mouse Phenome Database” (MDB, RRID:SCR_003212) de The Jackson Laboratory 

(https://www.phenome.jax.org/). Se obtuvieron datos de 194 ratones adultos de entre 7 

y 16 semanas de edad de la cepa C57BL/6 (n=144) y C58/J (n=50). Como podemos 

observar en la figura 7, Los ratones con fenotipo autista tienen un menor peso corporal 

en comparación con la cepa silvestre. 

 

 

 

 

 

 

 

7.2 Expresión de las proteínas del citoesqueleto 

Para estudiar si el tratamiento con DHA modifica la expresión de ABPs expresadas en las 

espinas dendríticas, se realizó un Western Blot (Fig. 8A). 

No se encontraron diferencias significativas en la expresión de cofilina (Fig. 8C) ni entre 

cepas ni con el tratamiento, aunque se observa una tendencia a incrementar cuando los 

ratones son suplementados con DHA. Al realizar un análisis de varianza de dos vías, se 

Figura 7. Peso corporal de ratones C57BL/6 y C58/J entre 

7 y 16 semanas de edad. Cepa silvestre (WT) y cepa con 

fenotipo autista (A). Peso corporal (g) de ratones machos WT 

y A. Los resultados se expresan como media ± EE, n=285. 
Prueba de t: *p<0.05 vs WT. 
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encontró que la interacción de los factores cepa y tratamiento son significativamente 

relevantes para el nivel de expresión de p-cofilina (F(1,8)=11.59, p<0.05). Aunque no se 

observan cambios entre la cepa con fenotipo autista y la cepa silvestre en la cantidad de 

cofilina fosforilada, sí se observa un incremento de ésta en los ratones C58/J con el 

tratamiento (p<0.05) (Fig. 8B) También se calculó el índice del contenido de cofilina con 

actividad despolimerizante determinando el radio p-Cof/Cof, sin embargo, no se observaron 

diferencias entre grupos (Fig. 8D). 

Por su parte, se encontró que los ratones neurotípicos tratados con DHA incrementan la 

expresión de SYNPO (p<0.05). No obstante, estos cambios no se observan en la cepa 

C58/J con fenotipo autista (Fig. 9). 

 

Figura 8. Expresión de cofilina y p-cofilina en la CPF de ratones suplementados y no suplementados 

con DHA en la CPF. Cepa silvestre (WT), cepa con fenotipo autista (A) con vehículo (lila) o suplementación 
con DHA (azul). A. Western Blot representativo. B. Expresión de p-cofilina. C. Expresión de cofilina. D. Relación 

de p-cofilina/cofilina. Los resultados se expresan como media ± EE, n=5. NOVA de dos vías: p-Cofilina 

(F(1,8)=11.59, p<0.05); *p<0.05 vs A-Veh. 
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7.3 Análisis in silico de factores de transcripción 

Para evaluar si los resultados obtenidos en el análisis de la expresión de ABPs podría estar 

relacionado con diferencias en la activación de vías de señalización activadas por DHA, se 

realizó un análisis in silico de posibles sitios de unión a promotores de los genes codificantes 

para cofilina y SYNPO para factores de transcipción activados por la vía de señalización de 

los GPRs 40 y 120, CREB y PPAR-RXR (Fig. 12). 

Se encontró que tanto la subunidad α como la subunidad β de RXR tienen sitios de unión 

al promotor de cofilina en las regiones 395-403 y 398-407, con una similitud >90% >95%, 

respectivamente. Sin embargo, no se encontró similitud con ningún otro de los factores 

seleccionados (Fig. 10). 

Figura 9. Expresión de sinaptopodina 

en la CPF de ratones suplementados y 

no suplementados con DHA en la CPF. 

Cepa silvestre (WT), cepa con fenotipo 

autista (A) con vehículo (lila) o 

suplementación con DHA (azul). A. 
Western Blot representativo. B. Expresión 

de sinaptopodina. Los resultados se 

expresan como media ± EE, n=8. ANOVA 

de dos vías: *p<0.05 VS WT-Veh. 
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Por su parte el promotor para SYNPO tiene sitios de unión para CREB en la región 575-

583 con un porcentaje de similitud >95%, así como sitios de unión para el complejo PPARα-

RXRα en la región 398-407 con una similitud >90% y PPARγ-RXRα en la región 395-

403 con una similitud >85% (Fig. 11). 

 

 

RXR-β Figura 10. Sitios de unión de factores de transcripción al promotor del gen Cof. 

(similaridad >90%), RXR-α (similaridad >95%). 

 

 

PPAR-α:RXR-Figura 11. Sitios de unión de factores de transcripción al promotor del gen SYNPO. 

α (similaridad>90%), PPARγ-RXRα (similaridad>85%), CREB (similaridad>95%). 

 

7.4 Densidad de las espinas dendríticas 

Al evaluar la densidad de espinas dendríticas en dendrita apicales y basales de neuronas 

piramidales de la capa II/III de la CPF de la cepa C57BL/6 y C58/J se encontró que existe 

una menor densidad apicales, pero no así en las neuronas piramidales de la capa II/III de 

la CPF los ratones con fenotipo autista en comparación con los ratones neurotípicos (Fig. 

12A-C). Al realizar un análisis comparativo de la densidad de las espinas dendríticas con 
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base en la clasificación de dendritas y su distancia a partir del soma, no se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos (Fig. 12 D) 

 

Figura 12. Densidad de las espinas dendríticas de neuronas piramidales de la capa II/III de la CPF. Cepa 

silvestre (WT), cepa con fenotipo autista (A). A. Imagen representativa de la densidad de espinas dendríticas. 

B. Densidad de las espinas dendríticas en las dendritas apicales. C. Densidad de las dendríticas en las dendritas 

basales. D. Densidad de las espinas dendríticas por tipo y distancia. Los resultados se expresan como media ± 
EE, N=4, n=120. Prueba de t: *p<0.05 vs WT. 

 

8. Discusión  

De acuerdo con los resultados obtenidos al analizar el peso del cerebro de ambas cepas 

con y sin tratamiento, se encontró un aumento en el peso de éste en ambas cepas al ser 

tratadas con DHA. Es importante resaltar que no existen diferencias significativas entre los 

grupos WT-Veh y A-DHA, por lo que se propone que el tratamiento con DHA podría tener 

efecto sobre el peso del cerebro de forma que este sea equiparable con el de los ratones 

silvestres. datos obtenidos en “The Mouse Phenome Database” (MPD, 

RRID:SCR_003212), el peso corporal de los ratones C58/J es menor en comparación con 

los ratones C57/BL6, lo que podría explicar la diferencia observada en el peso del cerebro 

de estas mismas cepas. Por otro lado, se observa un incremento en el peso del cerebro 
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cuando ambas cepas son tratadas con DHA. Aunque estos datos nos dan un primer 

acercamiento a la diferencia en el peso de corporal y cerebral de las cepas aquí 

comparadas, es necesario realizar un análisis del peso relativo del cerebro para poder 

descartar o asegurar que las diferencias observadas son debidas el peso total de los 

ratones y no exclusivos de la masa encefálica. 

 En nuestro grupo de investigación se ha encontrado que en cultivos primarios de 

hipocampo de ratones con fenotipo autista hay una menor expresión de receptores GPR40, 

mientras que los GPR120 no se modifica en relación con la cepa C57/BL6 (Guzmán-

Vázquez, en preparación), también se observó que Akt aumenta su fosforilación después 

del tratamiento con DHA en la cepa C58J en relación con la cepa neurotípica C57BL6, 

sugiriendo diferencias en las vías de señalización iniciadas por estos receptores. La 

activación de estos receptores por DHA puede inducir vías de señalización como PI3K/AKT 

o la vía de las Rho GTPasas, que culminan en la fosforilación de ABPs y MAPs, 

promoviendo así el rearreglo del citoesqueleto neuronal (Amano et al., 2010; Govek et al., 

2005; Luo, 2000). Hasta ahora no sabemos cómo es la expresión de estos receptores en la 

corteza prefrontal ni cómo funcionan las cascadas de señalización que estos inducen. Por 

lo anterior, es posible que la suplementación con DHA en la cepa C58/J pueda activar 

cascadas de señalización en la CPF que promuevan la inactivación de la cofilina mediante 

su fosforilación. Por otro lado, aunque no se observan diferencias significativas en el 

contenido de cofilina total, se aprecia una tendencia incrementar, por lo que el aumento del 

contenido de p-cofilina podría deberse a un aumento de la proteína total. Para determinar 

si las diferencias de la cofilina total son significativas, se sugiere aumentar el número de 

sujetos. Es interesante notar que en los ratones neurotípicos no se observan diferencias 

incluso al ser suplementados con DHA. Esto es de suma relevancia pues, aunque no 

existan diferencias significativas en la relación p-cofilina/cofilina, el incremento en la cofilina 

total podría tener efectos sobre procesos como el crecimiento de neuritas (Flynn et al., 

2012) y el establecimiento de la polaridad neuronal (Garvalov et al., 2007).  

Aunque se observó que la suplementación con DHA incrementa el contenido de SYNPO en 

los ratones silvestres, este efecto no ocurrió en la cepa con fenotipo autista. Esto puede 

deberse a que existe una activación diferencial de AKT entre la cepa C57/BL6 y la cepa 

C58/J tras ser estimuladas con DHA que podría deberse al decremento en la expresión del 

receptor GPR40 en los ratones con fenotipo autista (Guzmán-Vázquez, en preparación). 
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Como se observa en la Fig.13, los cambios en la vía de señalización de los GPRs 40 y 120 

podría conllevar a cambios en la transcripción de genes con promotores con sitios de unión 

a los factores de transcripción PPAR-RXR y CREB (Brown et al., 2005; Khan & Vanden 

Heuvel, 2003; Willson et al., 2000). La disfunción de PPARα (D’Agostino et al., 2015) y γ 

(Ghaleiha et al., 2015)ha sido previamente relacionado con el TEA (Barone et al., 2019), 

además podría provocar alteraciones en diferentes procesos neuronales como la polaridad 

axonal (Quintanilla et al., 2013), el crecimiento de neuritas (Miglio et al., 2009) y la 

plasticidad neuronal (Kariharan et al., 2015). De acuerdo con los resultados de los análisis 

in silico, de las proteínas analizadas en el presente trabajo, únicamente se vería afectada 

la expresión de SYNPO y no así de cofilina pues su promotor no cuenta con sitios de unión 

para los factores de transcripción involucrados en esta vía. 

 

Figura 13. Vías de señalización de GPRs 40/120, activados por la estimulación con DHA. *Reproducida 

de Barón-Mendoza & González-Arenas, 2020. 
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Aunque no se encontraron diferencias por el tipo de dendritas ni la distancia a partir de 

soma, se observó que la cepa C58/J tiene una densidad de espinas dendríticas apicales 

menor que la cepa C57/BL6. Al ser el sitio primario de contacto sináptico, en conjunto con 

los cambios en la complejidad del árbol dendrítico observados en las neuronas piramidales 

de la capa II/III de la CPF de los ratones C58/J (Barón-Mendoza et al., 2019), se propone 

que podría existir un cambio en los patrones de conectividad de estos ratones. Sería 

necesario realizar experimentos de electrofisiología para comprobar o rechazar esta 

hipótesis. Se espera que, al evaluar ambas cepas suplementadas, esta diferencia ya no se 

observe o que ya no sea significativa. No obstante, debemos recordar que el incremento de 

la densidad de las espinas dendríticas no es único ni suficiente para asegurar la 

funcionalidad de las sinapsis, ya que ésta depende en gran medida de la morfología y, por 

lo tanto, de la maduración de ellas (Tashiro & Yuste, 2003; Yoshihara et al., 2009). 

 

9. Conclusiones 

• La suplementación con DHA incrementa el peso del cerebro de ratones C57/BL6 y 

C58/J. 

• Los datos recopilados en MPD sugieren que el peso total de los ratones C57/BL6 es 

mayor que el de la cepa C58/J. 

• El contenido de cofilina fosforilada incrementa en los ratones C58/J al ser 

suplementados con DHA. 

• Aunque no se encontraron diferencias significativas, se aprecia que la cofilina total 

tiende a incrementar en los ratones con fenotipo autista al ser suplementados con DHA. 

• El tratamiento con DHA incrementa el contenido de sinaptopodina en los ratones de la 

cepa C57/BL6, no así en la cepa C58/J. 

• La densidad de espinas dendríticas de la cepa C58/J es menor en comparación con la 

cepa C57/BL6. 
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10. Perspectivas 

• Realizar un registro del peso relativo del cerebro de las cepas C57/BL6 y C58/J para 

comprobar los resultados obtenidos en MDB. 

• Realizar el conteo de las espinas dendríticas de ambos grupos suplementados con 

DHA. 
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