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Resumen

La Trombospondina-1 (TSP-1) pertenece a una familia de proteinas de matriz extracelular, con
una gran diversidad de funciones en los distintos drganos y sistemas de mamiferos. En el sistema
nervioso central (SNC), la TSP-1 es secretaday sintetizada por los astrocitos inmaduros mostrando
una notable expresidon durante las primeras semanas del desarrollo prenatal y postnatal,
coincidiendo con procesos de plasticidad neuronal asociados a la sinaptogénesis y espinogénesis.
Sin embargo, se desconoce si el cerebro muestra una expresion diferencial de TSP-1 durante el
desarrollo, por lo que en esta tesis se analizé la expresion de TSP-1 en diferentes regiones del
cerebro de ratén durante el desarrollo postnatal. Nuestros resultados muestran que los niveles
de TSP-1 se modifican a lo largo del tiempo en el desarrollo postnatal, pero no se ven modificados
entre las regiones cerebrales, este incremento no se asocia con un cambio en el nUmero de
astrocitos. Adicionalmente, una correlacion de TSP-1 y PSD-95 sugiere que el incremento en los
niveles de TSP-1 podria estar modulando la expresion de proteinas sinapticas durante el
desarrollo postnatal. Estos resultados contribuyen a conocer los mecanismos implicados en la

formacion de sinapsis durante el desarrollo postnatal.

Palabras clave: Trombospondina-1, desarrollo postnatal, ratén C57BL/6, células gliales,

plasticidad sindptica.



Introduccidn

Las Trombospondinas (TSPs) son una familia de glicoproteinas de Matriz Extracelular
(MEC) dividida en dos subgrupos. El subgrupo A constituido por la TSP-1 y TSP-2; y el subgrupo B
conformado por la TSP-3, TSP-4 y TSP-5 (Eroglu et al., 2009; Firlej et al., 2011; Krishna & Golledge,
2013; Diana Mendus et al., 2014, Sims & Lawler, 2015; Stein, Iwuchukwu, Maier, & Gahtan, 2014;
Zhao, Isenberg, & Popel, 2018). Las TSPs han sido localizadas en el corazon (Krishna & Golledge,
2013), higado (Y. Li, Turpin, & Wang, 2017), drganos sensoriales, dientes, estdmago y cerebro
(Iruela-Arispe, Liska, Sage, & Bornstein, 1993). Son secretadas por una gran variedad de tipos
celulares como los granulos alfa de las plaquetas, células endoteliales, células musculares,
macrofagos, fibroblastos, queratinocitos (lruela-Arispe et al., 1993; Zhao et al., 2018) y células
gliales (Asch, Leung, Shapiro, & Nachman, 1986; Iruela-Arispe et al., 1993; Zhao et al., 2018).
Participan en la formacién de codgulos sanguineos, angiogénesis (Bornstein, 2009; Sims & Lawler,
2015), asi como en el crecimiento, proliferacion, migracion y adhesién celular en distintos érganos

y tejidos (Firlej et al., 2011; Iruela-Arispe et al., 1993; Stein et al., 2014; Zhao et al., 2018).

En el cerebro las TSPs son expresadas durante el desarrollo, principalmente la TSP-1, que
tiene su periodo critico de expresidn en la primera semana del nacimiento (Christopherson et al.,
2005; Chung, Allen, & Eroglu, 2015) y posteriormente sufre una disminucion en el dia postnatal
21 (Christopherson et al., 2005). La TSP-1 es sintetizada y secretada particularmente por los
astrocitos (Asch et al., 1986; Christopherson et al., 2005), teniendo un papel importante en la
modulacién de sinaptogénesis y espinogénesis (Christopherson et al., 2005; Chung et al., 2015;

Eroglu et al., 2009; Garcia, Torres, Helguera, Coskun, & Busciglio, 2010; Xu, Xiao, & Xia, 2010).

La deficiencia de TSP-1 altera la formacién de sinapsis y espinas dendriticas
(Christopherson et al., 2005; Chung et al., 2015; Eroglu et al., 2009; Garcia et al., 2010; Xu et al.,
2010), reduce la migracién y proliferacidon de células progenitoras neurales (Lu & Kipnis, 2010) y
afecta la recuperacién funcional después de una lesién (Eroglu et al., 2009; Liauw et al., 2008);
mientras que la presencia de TSP-1 favorece la excitabilidad neuronal (Mendus, Rankin-Gee,
Mustapha, & Porter, 2015), rescata los niveles de proteinas sindpticas alteradas por la proteina
B-amiloide (Rama Rao, Curtis, Johnstone, & Norenberg, 2013; Son et al., 2015) y previene la
pérdida sindptica en modelos de sindrome de Down (Garcia et al., 2010), sindrome de X-Fragil
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(Cheng, Lau, & Doering, 2016) y lesién de motoneuronas (Tyzack et al., 2014); sugiriendo que la
TSP-1tiene un papel importante en la formacion de sinapsis y la plasticidad cerebral. Sin embargo,
se desconoce si esta relacidon se mantiene alo largo del desarrollo y si esta se da en todo el cerebro
o es especifica de algunas regiones cerebrales. Por lo que en esta tesis se realizaron experimentos

para conocer como es la expresion de TSP-1 durante el desarrollo del cerebro de ratén

Las Trombospondinas

Las TSPs son una familia de glicoproteinas de MEC con un peso molecular de 450 kDa total
(Firlej et al., 2011; Stein et al., 2014; Zhao et al., 2018) presentan una estructura oligomérica y
con multiples dominios (~150 kDa/mondémero) (Martinez, 2005; Zhao et al., 2018). De acuerdo a
su dominio estructural y su modo de multimerizacién, las TSPs se dividen en 2 subgrupos; el
subgrupo A que se constituye por la TSP-1y TSP-2; vy el subgrupo B conformado por la TSP-3, TSP-
4y TSP-5 (Eroglu et al., 2009; Krishna & Golledge, 2013; Mendus et al., 2014; Sims & Lawler, 2015)
(Figura 1). Ambos grupos comparten en su estructura proteica un sitio de union a calcio y mas de
una secuencia de repeticion del monémero EGF (Factor de Crecimiento Epidermal, por sus siglas
en inglés) o repeticiones Tipo Il (Bornstein, 2009; Eroglu et al., 2009). La TSP-1 y TSP-2 se
caracterizan por tener una estructura trimérica, con repeticiones de monémeros de procolageno
y de propedina (repeticiones Tipo | o dominios TRS), mientras la TSP-3, TSP-4 y TSP-5 tienen una
estructura pentamérica y no contienen ninguno de los dominios mencionados (Bornstein, 2009;

Eroglu et al., 2009; Sims & Lawler, 2015) (Figura 1).

La funcién de las TSPs incluye la formacién de codgulos sanguineos, regulacién de la
angiogénesis (Bornstein, 2009; Sims & Lawler, 2015), crecimiento, proliferacidon, migracién y
adhesion celular en distintos drganos y tejidos (Firlej et al., 2011; Iruela-Arispe et al., 1993; Stein
et al., 2014; Zhao et al., 2018), principalmente en etapas de desarrollo embrionario (Bornstein,
2009; Iruela-Arispe et al., 1993). La diversidad de funciones de las TSPs esta asociada a cada
dominio estructural que actia con receptores particulares, por ejemplo: 1) el subgrupo A tiene
efectos antagdnicos en la angiogénesis dependiente del dominio protéico que esté actuando
(Bornstein, 2009), 2) las repeticiones Tipo | junto al dominio NH; terminal, interaccionan con

diferentes integrinas y factores de crecimiento inhibiendo la migracién y proliferacién de células



endoteliales (Bornstein, 2009; Sims & Lawler, 2015; Zhao et al., 2018), 3) el dominio COOH
terminal interacciona con factores de crecimiento y promueven la angiogénesis (Bornstein, 2009),
4) la TSP-1 y TSP-2 tienen efectos pro-apoptdticos, regulados por la accién de las repeticiones
Tipo | (Bornstein, 2009; Sims & Lawler, 2015), 5) la TSP-1 también estd involucrada en la
insuficiencia cardiaca (condicién mediante la cual el corazén deja de bombear sangre al cuerpo
eficientemente), mediante su interacciéon con receptores a TGF-B (Factor de Crecimiento

Transformante-Beta, por sus siglas en inglés) (Krishna & Golledge, 2013; Stein et al., 2014; Zhao

et al.,, 2018)
TSP1
Subgrupo A TSP2 " m:
NH+ PC Tipal Tipoll Tipo ll  rool-
Properdina  EGF Sih.c., de
TSP3 -
Subgrupo B TSP4 §-0000
TSP5 NH+ Ti'E"G"F" ;I::S, :L COOH-
Ca+

Figura 1. Estructura general de las TSPs. En el subgrupo A se encuentran incluidas la TSP-1 y TSP-2, mientras que en
el subgrupo B se encuentran la TSP-3, TSP-4 y TSP-5. El subgrupo A tiene un mondmero de procolageno (PC) y 3
repeticiones del dominio TRS (propedina) y ambos subgrupos en su estructura contienen las repeticiones Tipo Il y
Tipo Ill. La estructura del subgrupo A es trimérica, mientras que la estructura del subgrupo B es pentamérica.
Modificado de Eroglu (2009).

La Trombospondina-1

La TSP-1 es una proteina de matriz extracelular que fue descubierta en 1971 en los
granulos alfa plaquetarios (Adams, 1997; Baenziger, Brodie, & Majerus, 1971), con un peso
molecular de 190 kDa por mondmero y de 420 kDa con su estructura intacta (Adams, 1997). Sus
principales diferencias con otras TSPs son: 1) que se codifica por un gen diferente, 2) su expresion
en diferentes tejidos es especifica y difiere en temporalidad con otras TSPs y 3) la region
promotora de la TSP-1 contiene elementos de transcripcidn que no tienen otras regiones
promotoras del resto de TSPs (Bornstein, Armstrong, Hankenson, Kyriakides, & Yang, 2000).

Estructuralmente la TSP-1 tiene una estructura casi idéntica a la TSP-2 (Figura 1), sin embargo, su



principal diferencia esta en su extremo amino (NH;), puesto que la homologia entre sus

aminoacidos es del 28% (O’Rourke, Laherty, & Dixit, 1992).

La TSP-1y suinteraccion con sus receptores y proteinas, producen distintos efectos a nivel
celular. Por ejemplo: 1) la interaccién con los receptores CD36 y TNF-a (Factor de Necrosis
Tumoral alfa, por sus siglas en inglés), tiene efectos pro apoptéticos en células endoteliales
(Bornstein, 2009); también se ha reportado que la interaccidon de TSP-1 con el receptor CD36 tiene
efectos inhibitorios en el crecimiento del cancer ovarico y glial (Sims & Lawler, 2015), 2) tiene un
papel importante en la formacion tumoral (Bornstein, 2009; Firlej et al., 2011; Zhao et al., 2018)
mediante su interaccién con algunos receptores como el CD46 en el caso de la formacién de
linfomas de células T (Kamijo et al., 2019), 3) su interaccion con el receptor FGF2 (Factor de
crecimiento de fibroblastos 2, por sus siglas en inglés) tiene efectos angiogénicos y 4) su
Interaccion con el receptor VLDL (Lipoproteina de baja densidad, por sus siglas en inglés), inhibe
el ciclo celular de células endoteliales, mientras que en el Sistema Nervioso Central (SNC), induce
la fosforilacion del gen Dab 1 en la zona subventricular, promoviendo la migracién de precursores

neuronales al bulbo olfatorio (Blake et al., 2008; Bornstein, 2009).

La expresion de la TSP-1 en el cerebro se ha observado en estadios muy tempranos del
desarrollo, que van desde el desarrollo embrionario (Iruela-Arispe et al., 1993), hasta periodos
postnatales, en los cuales se ha estudiado su actividad sinaptogénica. Las sinapsis son complejas
adhesiones célula-célula entre las neuronas que requieren una interaccién entre axones vy
dendritas. Diversas moléculas como factores tréficos, hormonas y neurotransmisores pueden
regular la formacidn, organizacién y maduracion de las sinapsis (Ferrer-Ferrer & Dityatev, 2018;
Spitzer, 2017). Particularmente, se ha observado que la TSP-1 y TSP-2 muestran un papel
importante en la sinaptogénesis especialmente en estadios tempranos del desarrollo (Baldwin &
Eroglu, 2017; Christopherson et al., 2005; Eroglu, 2009; Eroglu et al., 2009; Ferrer-Ferrer &
Dityatev, 2018; Xu et al., 2010). Por ejemplo, se ha reportado que la TSP-1 tiene su mayor pico de
actividad en las primeras dos semana del nacimiento, momento critico para el mecanismo de
sinaptogénesis (Christopherson et al., 2005; Chung et al., 2015; Eroglu, 2009; Farhy-Tselnicker &
Allen, 2018) y que posteriormente sufre una disminucién en su expresion en el dia postnatal 21

(Christopherson et al., 2005), sugiriendo una ventana de tiempo para estudiar su actividad
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sinaptogénica en diferentes regiones del cerebro. A su vez, se ha observado que la TSP-1 regula
el desarrollo de las terminaciones postsinapticas (Christopherson et al., 2005), mediante su
interaccidon con receptores como el receptor a gabapentina a26-1 (Baldwin & Eroglu, 2017;
Dallérac, Zapata, & Rouach, 2018; Eroglu et al., 2009) y neuroligina-1 (Baldwin & Eroglu, 2017;
Dalléracetal., 2018; Xu et al., 2010), asi como de la actividad presindptica (Crawford, Jiang, Taylor,
& Mennerick, 2012). En concordancia con estos resultados, también se ha demostrado que la TSP-
1 acelera la formacién de sinapsis en cultivos de hipocampo y retina de manera diferencial
durante este periodo critico (Xu et al., 2010), sin embargo, los efectos de la TSP-1 durante el

desarrollo postnatal no ha sido estudiados en su totalidad.

Desarrollo del SNC

La formacion del SNC tiene lugar en momentos muy tempranos del desarrollo embrionario
durante la formacion de la gastrula. En este proceso llamado gastrulacién, subgrupos de células
forman tres diferentes capas que daran lugar al organismo completo (ectodermo, mesodermo y
endodermo). Aquella capa en la que la formacion de todo el sistema nervioso tiene lugar es la
capa del ectodermo, la cual mediante una serie de sefiales bioquimicas que provienen de una
estructura del mesodermo Ilamada notocorda, da origen a la formacion de la placa neural, que
contiene una serie de células conocidas como células madre neurales que posteriormente dardn
origen a células gliales y neuronales. La placa neural dara origen al tubo neural, en donde se
formardn las diferentes partes que componen al SNC (médula espinal, rombencéfalo,
mesencéfalo y prosencéfalo). Las proteinas que regulan esta diferenciacidon de células madre a
precursores de células nerviosas depende de una via de sealizacién dependiente de la actividad
de las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs, por sus siglas en inglés), que pertenecen a la
familia de proteinas TGF-B. Estas proteinas fungen como ligandos a proteina serina-quinasa,
fosforilando una serie de factores de transcripcién las cuales favorecen la transcripcion de genes.
En el ectodermo, esta transcripcidn diferencia a las células madre en células de cardacter
epidermal, que dan origen a la piel, sin embargo, mediante la liberacién de una serie de proteinas
llamadas nogina y cordina, liberados por la notocorda, esta diferenciacién se inhibe, ya que
fungen como antagonistas enddgenos de las BMPs promoviendo la diferenciacién de estas células

a precursores neurales (Purves et al., 2012).



Migracion celular en el desarrollo del SNC

En el desarrollo del SNC, se da un proceso de neurogénesis mediado por distintos tipos de
migracion. En la corteza cerebral, ésta migracion estd regulada por un tipo celular llamado glia
radial por el que las células neuronales migran desde la zona subventricular formando asi las
distintas capas de la corteza, sin embargo, ademas de contribuir a que las células neuronales
migren a lo largo de ésta, también tienen la capacidad de dividirse de manera asimétrica, es decir,
pueden dar origen a otra glia radial o a un precursor celular (glioblasto o neuroblasto) o
directamente diferenciarse en una célula astroglial, dando origen a procesos de neurogénesis y
gliogénesis, siendo la gliogénesis un proceso que ocurre posteriormente al periodo de
neurogénesis en la etapa perinatal (antes y después del nacimiento) (Verkhratsky & Butt, 2013).
Los astrocitos neonatales tienen capacidades proliferativas y pueden fungir como células madre,
por lo que la gliogénesis se mantiene a lo largo de la vida en el SNC, sin embargo, el tipo glial
producido sdlo se determina de manera local (p.e. oligodendrocitos en la sustancia blanca)
(Verkhratsky & Butt, 2013). Adicionalmente, se ha identificado que algunas proteinas de MEC
como la TSP-1 y TSP-4 estan involucradas en la migracién (Girard, Eichenberger, & Celio, 2014) y
en la proliferacién neuronal (Lu & Kipnis, 2010). Del mismo modo, en el cerebro adulto, se ha
observado que los oligodendrocitos son la poblacién mas proliferativa de células, debido a que
deben contribuir constantemente a la regeneracion de la vaina de mielina (Hughes, Kang, Fukaya,
& Bergles, 2013), por otra parte, la microglia y los astrocitos se renuevan y proliferan
generalmente ante la presencia de sefiales especificas asociadas a dafio cerebral (Ajami, Bennett,
Krieger, Tetzlaff, & Rossi, 2007; Zhan et al., 2017). Por lo que conocer el punto critico de la
gliogénesis durante el desarrollo postnatal, permitiria conocer la relacion de la sinaptogénesis y

plasticidad cerebral en la edad adulta.

Astrocitos
Los astrocitos, son un grupo de células gliales que constituyen parte del parénquima del

SNC y que se encuentra dividido en dos subgrupos. El primero, que corresponde a las glias
radiales, las cuales estan involucradas en el desarrollo del cerebro contribuyendo a la migracién
neuronal (Farhy-Tselnicker & Allen, 2018; Kettenmann & Ransom, 2013; Verkhratsky & Butt,

2007, 2013) y el segundo, que involucra células en forma de estrella, también conocidos como



astrocitos, los cuales a su vez estan divididos en astrocitos protoplasmaticos y astrocitos fibrosos
(Kettenmann & Ransom, 2013; Matyash & Kettenmann, 2010; Verkhratsky & Butt, 2007, 2013).
Los astrocitos protoplasmaticos estan ubicados principalmente en la sustancia gris, haciendo
contacto con multiples neuronas y sinapsis (Chung et al., 2015; Dallérac et al., 2018; Ferrer-Ferrer
& Dityatev, 2018; Kettenmann & Ransom, 2013), y con vasos sanguineos. Su densidad en la
corteza varia entre 10,000 a 30,000 células por mm3 (Kettenmann & Ransom, 2013; Verkhratsky
& Butt, 2007), mientras que los astrocitos fibrosos, estan ubicados principalmente en la sustancia
blanca, estableciendo contacto con los axones en los nodos de Ranvier (Verkhratsky & Butt,
2007). Su densidad es de aproximadamente 200,000 células por mm?3 (Kettenmann & Ransom,
2013; Verkhratsky & Butt, 2007). Los astrocitos tienen una gran variedad de funciones que
incluyen: soporte estructural y metabdlico, regulacién del flujo sanguineo, neuroproteccion,

remodelamiento post-lesion y el desarrollo de sinapsis (Verkhratsky & Butt, 2013).

Funcion de los astrocitos en la actividad sindptica

Los astrocitos tienen una proliferacion tardia durante el desarrollo, ya que se presenta
después del nacimiento (Farhy-Tselnicker & Allen, 2018; Verkhratsky & Butt, 2013). Sin embargo,
a pesar de que la generacion y expansion de los astrocitos se completa en los primeros estadios
postnatales, los astrocitos continlan elaborando y refinando sus procesos después del

nacimiento durante el periodo activo de la sinaptogénesis (Figura 2).

Oligodendrogénesis A
Astrogénesis L‘
Microglia invasién S NG

Edad (dias) O Es E10 E15 PO P5 P10 P15 P20

E = Dia embrionario

Angiogénesis

Sinaptogénesis A‘

P = Dia postnatal
Poda sinaptica & PCD
Mielinizacidn

Figura 2. Linea de tiempo de la generacion de distintos tipos celulares y de sus procesos asociados en el cerebro
de ratén. PCD (Muerte celular programada). Modificado de Reemst et al. (2016).

En afios recientes, se han identificado diversas familias de moléculas sintetizadas y

secretadas por astrocitos que regulan diversos aspectos del desarrollo sinaptico in vivo e in vitro



(Baldwin & Eroglu, 2017; Chung et al., 2015; Dallérac et al., 2018; Farhy-Tselnicker & Allen, 2018;
Ferrer-Ferrer & Dityatev, 2018) como versicans, neurocans y metaloproteinasas, asi como Hevina,
SPARC, colesterol y TSPs (Asch et al., 1986; Baldwin & Eroglu, 2017; Chung et al., 2015; Clarke &
Barres, 2013; Dallérac et al., 2018; Eroglu, 2009; Ferrer-Ferrer & Dityatev, 2018); proteinas
encargadas del desarrollo estructural y funcional de las sinapsis, ademdas de otras proteinas de
MEC perisinaptica que facilitan la accion de los mecanismos moleculares asociados a la plasticidad
sinaptica altamente presente en los periodos criticos del desarrollo (Dallérac et al., 2018; Eroglu,
2009) (Figura 3A). Durante las primeras semanas del desarrollo postnatal, la liberacidon de Hevina,
proteinas SPARC y TSP-1y TSP-2 contribuyen al desarrollo de sinapsis estructuralmente maduras
(Figura 3A) (Baldwin & Eroglu, 2017; Chung et al., 2015; Dallérac et al., 2018; Ferrer-Ferrer &
Dityatev, 2018); posteriormente, las sinapsis adquieren su funcionalidad en el componente
postsinaptico, a partir de la liberacién de los glypicanos 4/6 y la activacion de los receptores
glutamatérgicos y glicinérgicos (Baldwin & Eroglu, 2017; Chung et al., 2015; Clarke & Barres, 2013;
Ferrer-Ferrer & Dityatev, 2018) (Figura 3B). Mientras que en el componente presinaptico la
funcionalidad se genera a partir de la liberaciéon de colesterol y Apolipoproteina E (ApoE),
incrementando la probabilidad de liberacién de neurotransmisores y la eficacia de transmisién
sinaptica (Chung et al., 2015), mediante la accion de TSP-1 (Chung et al., 2015; Crawford et al.,
2012) (Figura 3C). De este modo, se demuestra que existe una estrecha relacién entre los factores
secretados por los astrocitos y la formacion y regulacion de las sinapsis, por ende, de los circuitos
neuronales y el procesamiento de la informacién en el cerebro durante el desarrollo pre y
postnatal. Los resultados de esta tesis contribuyen al conocimiento de los mecanismos celulares

implicados en la formacion de las sinapsis y circuitos neuronales durante el desarrollo postnatal.
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Figura 3. Procesos astrociticos en el desarrollo de la estructura y funcién de las sinapsis. (A), la liberacién de
proteinas de MEC como la TSP-1, Hevina y proteinas SPARC se unen a sus respectivos receptores; la neurexina 1-a,
neuroligina 1B y B3-integrinas, favoreciendo la maduracién y la formacién estructural del componente postsinaptico.
Sin embargo, funcionalmente estd silenciada por una ausencia de receptores AMPA. (B), la presencia de los
glypicanos 4/6 favorecen el anclaje de receptores AMPA a la postsinapsis y de esta manera, responder a la presencia
del neurotransmisor generando despolarizaciones postsindpticas. Esta accion estd regulada por la actividad de la
TSP-1 y las proteinas SPARC facilitando el anclaje de receptores de glicina. (C), la funcionalidad presinaptica se
adquiere por la actividad del colesterol y la ApoE que favorecen la eficacia sindptica mediante una mayor liberaciéon
del neurotransmisor. Esta actividad esta regulada negativamente por la accion de la TSP-1.
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Justificacion

La TSP-1 es una proteina sintetizada y secretada por los astrocitos, que juega un papel
importante en laformacion, mantenimiento y modulacidon de las sinapsis. Sin embargo, la mayoria
de los estudios se han realizado in vitro, desconociendo si este fendmeno se mantiene in vivo,
particularmente en estadios postnatales. Por lo tanto, en esta tesis se buscé conocer si la
expresion de TSP-1 se mantiene durante el desarrollo postnatal de la corteza cerebral e
hipocampo de ratén y su correlacién con la formacion de sinapsis. Los resultados de esta tesis
contribuirian a un mayor entendimiento de los mecanismos involucrados en la formacién de las

sinapsis durante el desarrollo postnatal temprano en un modelo in vivo.
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Objetivos

Objetivo General:

e Conocer la expresion de TSP-1 en la corteza cerebral e hipocampo del raton C57BL/6

durante el desarrollo postnatal.
Objetivos especificos:

e Conocer la expresion de TSP-1 en las cortezas motora, somatosensorial, auditiva, visual
asi como en el hipocampo del cerebro de raton.

e Establecer si los niveles de expresién de TSP-1 en las cortezas motora, somatosensorial,
auditiva, visual y el hipocampo del ratén cambian con la edad.

e Correlacionar el nimero de células neuronales y astrogliales con los niveles de expresion
de TSP-1 encontrados en las cortezas motora, somatosensorial, auditiva, visual e
hipocampo.

e Explorar si los cambios en los niveles expresados de proteinas sinapticas en las cortezas
motora, somatosensorial, auditiva, visual y el hipocampo son dependientes de los niveles

de expresion de TSP-1 observados durante el desarrollo.

Hipotesis general

e LaTSP-1presentard cambios en su expresién en el cerebro en funcién de la edad postnatal

del raton C57BL/6.

Hipdtesis de trabajo
e Hi: Las cortezas motora, somatosensorial, auditiva, visual y el hipocampo del ratén
CS7BL/6 presentaran diferentes niveles de expresion de TSP-1.
e Hy: Los niveles de expresion de TSP-1 en las cortezas motora, somatosensorial, auditiva,
visual y el hipocampo del cerebro de ratén se modificaran a lo largo del desarrollo.
e Hs: Cambios en los niveles de expresidn de TSP-1 se asocian a modificaciones en el nimero

de células gliales.
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e Ha:Los cambios en los niveles de expresion TSP-1 producen cambios en los niveles de PSD-

95.
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Método

Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6. Entre 2 y 3 ratones fueron alojados en cajas
de acrilico de 16x28x13 cm en condiciones estandar de laboratorio. Durante todo el proceso
experimental, los ratones se mantuvieron a una temperatura ambiente constante (20 £ 2°C), con
ciclos de luz oscuridad de 12 horas (7:00 am a 7:00 pm), con alimento en pellet y agua ad libitum.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo en la fase de luz siguiendo las reglas establecidas
en las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio
(NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999). El uso de animales y el desarrollo experimental

se aprobd por el Comité de Etica de la Facultad de Psicologia de la UNAM (FPSI/DIP/CE/07/2015).

Protocolo experimental

Ratones de diferente edad postnatal (P), fueron utilizados durante todo el protocolo
experimental, teniendo como dia cero (PO) su nacimiento. Los ratones fueron sacrificados al dia
P7 (Christopherson et al., 2005), P23 y P29; y los cerebros se extrajeron y procesaron para la
determinacion de los niveles de proteinas (TSP-1 y PSD-95), analisis histoldgico y conteo celular

(Figura 4).

e ® @

P7 P23 P29

¥ ¥ \ 4
¥

Nacimiento
(PO)

&

00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000
00000

00000
00000

ELISA

Western blot

[)

IHC

Citometria de flujo ’

Figura 4. Esquema del protocolo experimental y los experimentos realizados. Extraccion y procesamiento del
cerebro de ratén a los dias P7, P23 y P29.
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Deteccién de los niveles de proteinas

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Los cerebros completos se extrajeron y disectaron para obtener la corteza motora, corteza
somatosensorial, corteza auditiva y corteza visual, utilizando como referencia el atlas del software
Brain Explorer 2 (Allen Institute for Brain Science, 2018) (Figura 5), mientras que para el
hipocampo la diseccidén siguid el protocolo propuesto por Sultan (2013) y Hoey (2014). Los
cerebros fueron homogenizados en buffer RIPA (Tris-HCI 50mM, pH 7.4, SDS 0.1%, NaCl 150mM,
Desoxicolato sddico 0.5%, Triton X-100 1%, 5 tabletas de Complete mini EDTA free), por medio
de un homogenizador Ultra-Turrox (lka Works). Los niveles de TSP-1 fueron detectados a través
de un inmunoensayo de ELISA (R&D SYSTEMS), siguiendo las instrucciones del proveedor. Los
niveles de TSP-1 se obtuvieron a partir de una curva estandar de concentraciones conocidas de

TSP-1; los resultados se expresaron en ng/ml (Garcia et al., 2010).

A B

Somatosensorial

Visual )
Visual

Motora Motora

Somatosensorial

Figura 5. Representacion de las medidas utilizadas para la extraccion de las diferentes regiones de la corteza
cerebral. (A), representacién de la vista sagital del cerebro de ratén. (B), representacion de una vista coronal del
cerebro de raton. Modificado de Allen Institute for Brain Science, 2018.

Western blot

Para la técnica de western blot, la corteza cerebral e hipocampo fueron extraidos y
sumergidos en buffer RIPA (Tris-HCl 50mM, pH 7.4, SDS 0.1%, NaCl 150mM, Desoxicolato sddico
0.5%, Triton X-100 1%, 5 tabletas de Complete mini EDTA free). Posteriormente los tejidos fueron
homogenizados para romper células y evitar la degradacion de proteinas. Las muestras fueron

hervidas durante 5 minutos. Para determinar las cantidades de proteina a utilizar, se realizé una
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curva estandar con el método BCA (acido bicinconinico), utilizando Albumina Sérica Bovina como
la proteina estandar (BCA Protein Assay kit, Thermo Fisher Scientific). 40 ug de muestra fueron
colocados en geles de SDS-poliacrilamida al 8% seguido de una electroforesis a 180 V constantes.
Posteriormente se realizé una transferencia en membranas de nitrocelulosa de 4.5 um a 390 mV
constantes durante tres horas y de manera inmediata se realizé el bloqueo de las membranas en
una dilucién del 5% de leche en TBS Tween 0.1% por una hora. Se afiadieron los anticuerpos
primarios para Anti-TSP 1 (1:1,000) (ab85762, abcam), Anti-PSD 95 (1:1,000) (MA1-046, Thermo
Scientific) y Anti-B-Actina (1:30,000) (A5441, Sigma), y se incubaron durante toda la noche a 4°C.
Después de este periodo, se realizé una incubacién con los anticuerpos secundarios goat Anti-
Rabbit IgG (1:10,000) (Pierce, Thermo Scientific) y goat Anti-Mouse IgG (1:10,000) (Bio-Rad)
durante una hora. Las membranas fueron incubadas inmediatamente con el Super Signal West
Femto Maximum Sensitive Substrate (Thermo Scientific) durante 2 minutos previo a una
exposicion de 5 segundos hasta 10 minutos en peliculas Kodak XAR-5 dependiendo de la
intensidad de la luz emitida y de la abundancia de la proteina. La cuantificacién de la intensidad
de las bandas en las autoradiografias escaneadas fue realizada mediante el uso del software

Imagel.

Procedimientos histolégicos
Tincion de Nissl

Para los estudios histoldgicos, los cerebros fueron fijados en paraformaldehido (PFA) al
4% vy divididos por la mitad a partir de la fisura central del cerebro y posteriormente fueron
sometidos a un proceso de deshidratacion por medio de su inmersién en concentraciones
crecientes de alcohol (75%, 80%, 95% y 100%). Un proceso de aclaramiento se realizé a través de
concentraciones crecientes de Xilol [50% Xilol y 50% alcohol, Xilol 1 (puro) y Xilol 2 (puro)]. Al final
del proceso, los cerebros fueron inmersos en parafina. Los bloques obtenidos fueron rebanados
a 10 um con un micrétomo (ECOSHEL) y montados en portaobjetos cubiertos con gelatina. Las
rebanadas fueron inmersas en una tincién de Nissl con violeta de cresilo (FD NeuroTechnologies,
Inc.), para teiiir los nucleos celulares siguiendo las instrucciones del fabricante. Las imagenes
fueron obtenidas por medio de un microscopio de campo claro utilizando un objetivo de

inmersion a 100x (U.S MICROS IV, Holanda) acoplado a una cdmara digital (EUROMEX — HOLLAND
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CMEX DC 5000). El conteo celular en la tincién de Nissl se realizé a través del programa
Imagefocus (v3.0). El conteo del nimero de células fue realizado en las capas /il y V para la
corteza cerebral. Los tipos celulares se clasificaron en Oligodendrocitos, Astrocitos, Microglias y
Neuronas a partir de las caracteristicas fisicas que presenta el nlcleo de cada tipo celular (Garcia-
Cabezas, John, Barbas, & Zikopoulos, 2016; Hilton & Shivane, 2015; Ling, Paterson, Privat, Mori,
& Leblond, 1973) (Tabla 1, Figura 6). Los perfiles celulares se contabilizaron y expresaron como

células/0.01mm?.

Tabla 1.
Caracteristicas de la tincidon de Nissl en cada tipo celular del SNC
Tipo de célula Forma Tincién del Cromatina Nucleolos  Citoplasma
usual nucleoplasma
Neurona Redonda u Débil o Algunos granulos de De 1hastad4 Tedido
ovoide. moderado. heterocromatina. nucleolos fuertemente. El
Muy poca bien soma es
eucromatina visible. definidos. claramente
visible.
Microglia Irregular Moderado Grdanulos de No visible No visible
(redonda, cromatina del mismo
elongada, tamafio que
ameboide, contrastan con el
etc.) nucleoplasma.
Oligodendrocito Redonda Fuerte No visible No visible No visible
Astrocito Redonda u Débil Granulos de Un nucleolo  No visible
ovalada. heterocromatina definido o

formados alrededor ninguno.

de la capa nuclear.

Nota: Elaborado con informacion de “Distinction of Neurons, Glia and Endothelial Cells in the Cerebral Cortex: An
Algorithm Based on Cytological Features” por M. A. Garcia Cabezas, Y. J. John, H. Barbas, & B. Zikopoulos, 2016,
Frontiers in Neuroanatomy, 10(107), 1-28 e “Investigation of glial cells in semithin sections l.identification of glial
cells in the brain of young rats” por E. A. Ling, J. A. Paterson, A. Privat, S. Mori, & C. P. Leblon, 1973, J Comp Neurol,
149, 43-72.
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Figura 6. Caracteristicas de la tincion de Nissl en cada tipo celular del SNC. A-D, representacién de la neurona en la
tincion de Nissl (flechas naranjas, C, J). Vista desde microscopia electrénica de transmisidn (A), desde la tincion de
Nissl en corteza de primates (B), mediante una contra tincién de Nissl e inmunohistoquimica positiva a NeuN (C),
desde la tincidén de Nissl obtenida del hipocampo de ratén (D). E-H, representaciéon de la microglia en la tincidn de
Nissl (puntas de flecha negras, F, G). Vista de microscopia electrénica de transmision (E), desde la tincion de Nissl en
corteza de primates (F), mediante una contra tincion de Nissl e inmunohistoquimica positiva a lba-1 (G), desde la
tincion de Nissl obtenida del hipocampo de ratén (H). I-L, representacidn del oligodendrocito en la tincidn de Nissl
(puntas de flecha blancas, J, K, N). Vista de microscopia electrénica de transmision (1), desde la tincion de Nissl en
corteza de primates (J-K), desde la tincién de Nissl obtenida del hipocampo de ratén (L). M-O, representacion del
astrocito en la tincidn de Nissl (puntas de flecha verdes K, N, N). Vista desde microscopia electrénica de transmision
(M), desde la tincidn de Nissl en corteza de primates (N), mediante una contra tincidn de Nissl e inmunohistoquimica
positiva a GFAP (N), desde la tincién de Nissl obtenida del hipocampo de ratén (0). Escala de la barra: 10 pm.
Generado con informacién de Garcia-Cabezas et al. (2016) & Ling et al. (1973).
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Inmunohistoquimica (IHC)

Los cerebros fueron extraidos y fijados con PFA 4% y acido picrico (fijador Somogyi)
durante tres dias. Posteriormente se hicieron una serie de lavados en agitacién de PB al 0.1M (6
de 15 minutos, 2 de 30 minutos, 2 de 1 hora, 1 de 2 horas y 1 lavado toda la noche). Seguidos de
3 inmersiones de los tejidos en concentraciones crecientes de sacarosa diluida en PB al 0.1M
(10%, 20% y 30%). Después de este proceso, se formaron los bloques en OCT (Optimal Cutting
Temperature compound), con los cerebros posicionados sagitalmente y fueron congelados en
nitrégeno liquido. Los bloques se almacenaron a -80°C durante al menos una noche. Los cerebros
fueron rebanados a 20 um con un criostato Leica y montados en portaobjetos. Las preparaciones
fueron lavadas 6 veces en PB al 0.1M en agitacién (10 minutos por lavado). Posteriormente se
realizd un pretratamiento de NaBHaal 0.005% (NaBH4+ H20) durante 30 minutos sobre los cortes
para eliminar los grupos aldehidos libres presentes tras la fijacion. Los anticuerpos primarios anti-
TSP-1 (1:500) (ab85762, abcam) y anti-GFAP (1:500) (G6171, Sigma) fueron incubados en PB al
0.1M, 0.2% de Triton X-100 y 5% de suero de cabra durante 48 horas. La deteccién de los
anticuerpos primarios fue realizada mediante la incubacion de los anticuerpos secundarios Cy2
goat anti-rabbit (1:500) (111-225-144) y Cy3 goat anti-mouse (1:500) (115-165-003) en PB al
0.1M. Las imagenes de IHC fueron obtenidas mediante un microscopio confocal High Content
Analysis System Operetta CLS y la correlacién entre la intensidad de los niveles de GFAP y TSP-1

fue realizada utilizando el software ImagelJ.

Citometria de flujo

La corteza cerebral e hipocampo de ratones de P7, P23 Y P29 fueron extraidos vy
procesados para obtener una suspensién de células individuales en 200 ul de PBS. La suspensién
celular fue incubada con Anti-ACSA-2 (Astrocyte Cell Surface Antigen) (130-102-365, Miltenyi
Biotec) un marcador especifico para astrocitos, en una dilucién 1:10 durante 10 minutos a 4°C.
Controles negativos fueron realizados en 100 ul de cada muestra en PBS sin anticuerpo. Cada
muestra de tejido analizada se realizd por triplicado. El nimero de células se determind
inmediatamente después de realizar el marcaje utilizando el citémetro (BD FACSAria llu Becton

Dickins). El nimero de astrocitos fue expresado como porcentaje de eventos positivos a ACSA-2
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y de la intensidad de la fluorescencia emitida respecto a un total de 1x10° eventos (Vicente-

Gutierrez et al., 2019).

Anadlisis estadistico
Los resultados se reportaron con la media * error estandar de la media (E.E.M). El analisis

de datos se realizé mediante el uso del programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad, San Diego,
USA). Para la comparacién entre grupos se realizaron pruebas de Andlisis de varianza (ANOVA) de
dos vias y para las asociaciones se utilizé la correlacién de Pearson. Finalmente se utilizaron las
pruebas Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de los datos. Se

considero el nivel de probabilidad < 0.05 como estadisticamente significativo.
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Resultados

Niveles de TSP-1 se modifican durante el desarrollo postnatal, sin afectar su expresién en

regiones cerebrales

Para determinar si los niveles de TSP-1 variaban en diferentes regiones del cerebro a lo
largo del desarrollo, se realizdé una diseccion de la corteza motora, somatosensorial, auditiva y
visual, asi como del hipocampo y se midieron los niveles de TSP-1 mediante una ELISA (Figura 7A).
Los resultados obtenidos demostraron que los niveles de TSP-1 no presentan diferencias
significativas entre las cortezas cerebrales en las diferentes edades estudiadas. Tampoco se
observd alguna diferencia significativa entre las cortezas cerebrales e hipocampo (Tabla 2;
p=0.9284). Sin embargo, en una comparacién entre las edades estudiadas, se observé que los
niveles de TSP-1 presentan diferencias significativas entre el dia P7 y P23 (Figura 7B; F2,30=6.824,
p=0.0036). Este comportamiento fue similar en la corteza y el hipocampo. Sin embargo, un
analisis de la expresidon de TSP-1 mediante western blot demostré una expresién significativa de
TSP-1 durante el dia P7 pero no en los dias P23 y P29, sugiriendo diferencias en la sintesis y

secrecion de TSP-1 durante el desarrollo (Figura 7C; F2,12= 18.22, p=0.0002).

Tabla 2.
Niveles de TSP-1 en diferentes regiones cerebrales con la técnica de ELISA.
Dia Motora Somatosensorial Visual Auditiva Hipocampo (p <0.05)
posnatal
P7 11.5+2.854 11.03 £ 1.568 11.13 +£2.45 11.76 £ 3.026 10.62 £ 2.313 n.s
P23 17.73 £7.916 18.61 £ 7.951 17.90 + 8.269 16.78 +£7.252 18.08 + 7.586 n.s
P29 13.86 + 6.394 10.64 £ 1.818 15.20 £ 7.079 12.32+35 11.67 £ 1.172 n.s

Nota: Se muestran las medias y desviaciones estandar de cada una de las regiones cerebrales. n.s no significativo
utilizando ANOVA de dos vias y analisis post hoc de Tukey.
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Niveles de TPS-1 en diferentes edades y regiones de la corteza cerebral
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Figura 7. Niveles de TPS-1 en diferentes edades y regiones de la corteza cerebral. (A), Niveles de TSP-1 determinadas
con la técnica de ELISA en diferentes regiones de la corteza cerebral del ratén. (B), Niveles de TSP-1 determinadas
con la técnica de ELISA en diferentes edades del desarrollo del ratén (P7, P23 Y P29). (C), expresion de TSP-1
determinada mediante Western Blot. Media + E.E.M, ANOVA de dos vias, n=6 por edad, excepto en C) donde n=3
por edad. **p<0.01, **** p<0.0001.

El nimero de astrocitos se modifica durante el desarrollo postnatal

Con el fin de conocer si los cambios en los niveles de expresidon TSP-1 observados durante
el desarrollo estaban asociados a un incremento de células cerebrales, se realizé un conteo de
células gliales utilizando la tincidn de Nissl. Los distintos tipos celulares fueron identificados de
acuerdo a las caracteristicas del nucleo celular (Garcia-Cabezas et al., 2016; Ling et al., 1973)
(Tabla 1). Acorde con estos protocolos, las neuronas fueron identificadas por tener un nucleo
grande, entre uno o mas nucleolos definidos y por una tincion intensa del reticulo endoplasmatico
gue permite distinguir al soma de la neurona de otros tipos celulares (Figura 6A-D). Las microglias
fueron distinguidas por tener un nucleo de forma muy irregular tefiido de forma relativamente
oscura y por tener en ocasiones formas del tipo ameboide, distinguiendo algunos granulos de

cromatina distribuidos a lo largo del nucleo y con presencia o ausencia de nucleolo (Figura 6E-H).
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Los oligodendrocitos fueron visualizados por tener un nucleo generalmente redondo y
fuertemente tefiido (Figura 6l-L). Finalmente, los astrocitos fueron identificados por tener un
nucleo débilmente tefido y generalmente de forma redonda u ovalada, con pequefios granulos
de heterocromatina formados alrededor de la capa nuclear y con la posibilidad de tener un
pequefio nucleolo o carecer de él (Figura 6M-0). Debido a que, en estadios muy tempranos del
desarrollo, los astrocitos y los oligodendrocitos adquieren caracteristicas muy similares (Figura 8),
se decidié contabilizar el numero de macroglias (oligodendrocitos y astrocitos) en los sujetos del

dia P7.

Figura 8. Caracteristicas de la tinciéon de Nissl en el dia P7 vs P23 y P29. (A), representacion de las células gliales
mediante la tincién de Nissl en el dia P7, los circulos amarillos representan la similitud entre este tipo de células. (B),
representacion de las células gliales mediante la tincidon de Nissl en el dia P23, el circulo naranja representa un
astrocito y los circulos rojos representan oligodendrocitos. (C), representacion de las células gliales en el dia P29.
Escala de la barra: 10 pm.
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Nuestros resultados mostraron que la proporcién del nimero de astrocitos en funcién del
numero total de células no cambia entre las cortezas (Figura 9A, Tabla 3; p=0.2431). Sin embargo,
el nimero de astrocitos disminuye de manera estadisticamente significativa conforme

incrementa la edad del desarrollo (Figura 9B; F2,60=23.11, p<0.0001).

Tabla 3.
Proporcidn de células gliales en diferentes regiones cerebrales con la técnica de Nissl.
Dia Motora Somatosensorial Visual Auditiva (p<0.05)
posnatal
P7 0.1573 £ 0.0153 0.1416 £ 0.0524 0.1193 £0.0352 0.1188 £ 0.0403 n.s
P23 0.0651 + 0.0073 0.0715 £ 0.0373 0.0956 £ 0.0442 0.0543 £0.0421 n.s
P29 0.0996 * 0.0275 0.0715 £ 0.0373 0.0659 £ 0.0357 0.0807 £ 0.0313 n.s

Nota: Se muestran las medias y desviaciones estandar de cada una de las regiones corticales. n.s no significativo
utilizando ANOVA de dos vias y analisis post hoc de Tukey.

Con el fin de identificar cambios en el nimero de astrocitos durante el dia P7, un analisis
por medio de citometria de flujo fue realizado utilizando ACSA-2 (Astrocyte Cell Surface Antigen),
un marcador mayoritario de astrocitos (Kantzer et al., 2017). Previamente, los criterios de
deteccion fueron establecidos para diferenciar las marcadas con ACSA-2 de las células no

marcadas. El umbral y el nimero de células positivas a ACSA-2 se muestra en el anexo 1.

Un analisis del numero de células positivas a ACSA-2 (Figura 9C) muestra que al dia P7 hay
un mayor numero de astrocitos en el hipocampo respecto a la corteza cerebral (corteza P7:42.35
+ 6.140 vs hipocampo P7: 52.84 + 1.170, n.s). Adicionalmente, se pudo observar que al dia P23 el
numero de astrocitos incrementa en la corteza cerebral (P7: 42.35 + 6.140 vs P23: 56.01 + 17.25
vs P29:43.43 £ 11.68, n.s), pero disminuye en el hipocampo (F1,18=5.471, p=0.0311). Sin embargo,
el andlisis de la intensidad de la fluorescencia indica un pico de intensidad en el dia P23, tanto

para corteza como para hipocampo (Figura 9D; F», 18=9.833, p=0.0013).
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Densidad de células gliales en la corteza y el hipocampo en diferentes edades
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Figura 9. Densidad de astrocitos en la corteza y el hipocampo en diferentes edades. (A), nimero de células
astrogliales en las distintas cortezas cerebrales. (B), ratio de células astrogliales en diferentes edades de la corteza
cerebral de ratén. (C), porcentaje de células positivas a ACSA-2 en la corteza cerebral y el hipocampo. (D), Intensidad
de la fluorescencia emitida por células positivas a ACSA-2. Media + E.E.M, ANOVA de dos vias, n=3 por edad, excepto
en Cy D) donde n=4 por edad. *p<0.05, **p<0.01, **** p<0.0001.

Los niveles de expresion de TPS-1 no dependen del nimero de astrocitos durante el desarrollo
postnatal

Con el fin de evaluar si existia una correlacién entre el nimero de células astrogliales y
los niveles de TSP-1 expresados durante el desarrollo, se realizé una doble inmunolocalizacién
marcando a los astrocitos con la Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP), un marcador especifico para
astrocitos involucrado en procesos de Astrogliosis reactiva (Bondan, Cardoso, Martins, & Otton,
2019; Kamphuis et al., 2012) y un anticuerpo contra TSP-1 (Figura 10). Un andlisis de correlacion
entre los niveles de la fluorescencia emitida por los marcadores de GFAP y TSP-1 en la corteza
cerebral no encontré alguna asociacién significativa (Figura 10A; p=0.3919), sugiriendo que los

niveles de TSP-1 no dependian del nimero de células positivas a GFAP. Resultados similares

25



fueron obtenidos cuando la correlacion se realizé con el marcador ACSA-2 (Figura 10B-C;

p=0.2424; p=0.0834).

Niveles de TSP-1y su relacién con el nimero de células gliales en la corteza cerebral
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Figura 10. Niveles de TSP-1 y su relacion con el nimero de células gliales en la corteza cerebral. (A) Analisis de
correlacidn entre la inmunofluorescencia de GFAP y TSP-1 (r=0.3864, n.s). (B), correlacion entre el porcentaje de
células positivas a ACSA-2 y la expresidon de TSP-1 (r=0.3657, n.s). (C), correlacion entre la intensidad de la sefial ACSA-
2 y la expresion de TSP-1 (r=0.5195, n.s). Correlacion de Pearson, n=7, excepto en By C) donde n=12.

Del mismo modo, la relacién entre los niveles de TSP-1 vs GFAP y TSP-1 vs el nimero de
astrocitos marcados con ACSA-2 en el hipocampo tampoco resulté significativa (Figura 11A-B;

p=0.6057; p=0.9531). Sin embargo, cuando esta relacion se realizé utilizando la intensidad de la
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fluorescencia de ACSA-2, se observé una correlacion positiva entre ACSA-2 y TSP-1 (Figura 11D;
r=0.9177, p<0.0001) sugiriendo una relacion entre la expresién de este marcador y los niveles de

TSP-1.

Niveles de TSP-1y su relacién con el nimero de células gliales en el hipocampo
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Figura 11. Niveles de TSP-1 y su relacion con el nimero de células gliales en el hipocampo. (A), Andlisis de
correlacion entre la inmunofluorescencia de GFAP y TSP-1 (r=0.2390, n.s). (B), correlacidn entre el porcentaje de
células positivas a ACSA-2 y la expresion de TSP-1 (r=0.019, n.s). (C), correlacion entre la intensidad de la sefial ACSA-
2 y la expresion de TSP-1 (r=0.9177, ****p<.0001). Correlacién de Pearson, n=7, excepto en B y C) donde n=12.
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La expresién de proteinas sinapticas puede ser modulada por TSP-1 durante el desarrollo postnatal

Con el fin de determinar si la expresién de TSP-1 se relacionaba con el desarrollo de las
sinapsis excitatorias y de espinas dendriticas, se analizd la expresiéon de PSD-95, una proteina
localizada principalmente en las sinapsis excitadoras e involucrada en el anclaje de receptores

glutamatérgicos en la postsinapsis (El-Husseini, Schnell, Chetkovich, Nicoll, & Bredt, 2000).

Los resultados mostraron que la expresién de PSD-95 es baja al dia P7, sin embargo,
conforme avanza el desarrollo del cerebro, la expresion de PSD-95 incrementa significativamente
tanto en corteza como eh hipocampo (Figura 12A; F», 12=104.8, p<0.0001). El incremento en la
expresion de PSD-95 se mantiene desde el dia P23 al dia P29 (Figura 12A). Con el fin de determinar
si la TSP-1 podria tener una influencia sobre PSD-95, se realizé una correlacion de Pearson.
Nuestros datos muestran una correlacion negativa entre los niveles de PSD-95 vy los niveles de

TSP-1 (Figura 12B; r=-0.7740, p=0.0002).

Expresion de PSD-95 en corteza e hipocampo de raton durante el desarrollo
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Figura 12. Expresion de PSD-95 en corteza e hipocampo de raton durante el desarrollo. (A), imagen representativa
de Western Blot. (B), Cuantificacion de la expresion de PSD-95. (C), Correlacién entre la expresion de TSP-1 y PSD-95
(r=-0.7740, *** p=0.0002). Media + E.E.M, ANOVA de dos vias, n=3 por edad. **** p<0.0001. Correlacién de Pearson,
n=18.
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Discusion

La formacidn y maduracién del SNC implica la activacion de diversos genes, moléculas y
vias de sefializacidn a lo largo del desarrollo prenatal y postnatal. La activacion de cada uno de
estos mecanismos o de su conjunto durante un periodo particular dentro de una regién especifica
del cerebro es necesaria para la maduracion y refinamiento de las sinapsis, asi como de la
formacion y optimizacion de los circuitos neuronales. En los Ultimos afios se ha demostrado que
muchas de las moléculas involucradas en el desarrollo del SNC son sintetizadas y secretadas por
las células gliales, particularmente por los astrocitos. Entre las moléculas involucradas en estos
mecanismos se encuentran factores tréficos, aminoacidos, colesterol, hevinas y TSPs (Baldwin &
Eroglu, 2017; Chung et al., 2015; Dallérac et al., 2018). Particularmente, durante el desarrollo
prenatal, se ha reportado una actividad intensa de estas moléculas durante periodos criticos
mientras que en el periodo postnatal se ha observado una actividad discreta pero continua. Sin
embargo, no es del todo claro cdmo se desarrolla el refinamiento de los circuitos neuronales y
plasticidad cerebral en etapas posteriores al nacimiento. Este punto es importante ya que a partir
del nacimiento el cerebro se vuelve sensible al ambiente y a procesos dependientes de la
experiencia siendo los primeros cinco afios de vida las ventanas de tiempo durante el cual el
cerebro es especialmente susceptible a estas influencias (Luby, Baram, Rogers, & Barch, 2020).

En este trabajo se comprobd de manera sistematica que la TSP-1, una proteina sintetizada
y secretada por los astrocitos tiene una expresion y secrecién diferencial a lo largo del desarrollo
tanto en la corteza como en hipocampo en un modelo in vivo (ver Figura 7). Particularmente se
observaron mayores niveles de expresién de TSP-1 al dia postnatal 23, y menores niveles de
expresion de TSP-1 entre los dias postnatales 7 y 29 (Figura 7B). Por otro lado, trabajos han
demostrado que durante el periodo embrionario la expresion de TSP-1 tiene una curva de
expresion de unos pocos dias (Iruela-Arispe et al.,, 1993), posteriormente su expresiéon se
incrementa durante los primeros periodos postnatales y vuelve a disminuir en la edad adulta
(Christopherson et al., 2005; Farhy-Tselnicker & Allen, 2018). Por lo tanto, los cambios tanto en
la sintesis como en la secrecion de TSP-1 durante el desarrollo del cerebro podrian estar
involucrados con los mecanismos de proliferacién y diferenciacién de progenitores neuronales

(Lu & Kipnis, 2010); migracién neuronal (Blake et al., 2008), crecimiento de neuritas (DeFreitas et
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al., 1995; O’Shea, Liu, & Dixita, 1991; Osterhout, Frazier, & Higgins, 1992; Yu, Chung, Deo,
Thompson, & Turner, 2008), sinaptogénesis (Christopherson et al., 2005; Crawford et al., 2012;
Eroglu et al., 2009) y formacidn de circuitos corticales en ventanas especificas de tiempo (Kim et
al., 2016).

También se encontré que el nimero de células gliales disminuye en las diferentes cortezas
cerebrales conforme incrementa la edad cronolégica de los ratones (Figura 9B). Al igual que la
expresion de proteinas, la heterogeneidad celular durante el desarrollo del cerebro es dindmica
(Q. Li et al.,, 2019), lo cual podria explicar los cambios en el numero de células gliales,
particularmente de los astrocitos. También se han reportado cambios en la morfologia de los
astrocitos durante el desarrollo del hipocampo y la corteza cerebral como un mecanismo
involucrado en la maduracién de la sinapsis (Testen et al., 2019). Sin embargo, la disminucion en
el numero de células gliales difiere al nimero de células positivas a ACSA-2 (Figura 9B-C) a pesar
de que la intensidad de la fluorescencia emitida por las células positivas a ACSA-2 resultd ser
mayor en el dia postnatal 23 tanto en corteza como en hipocampo (Figura 9D). Esto podria
deberse a una mayor presencia de este antigeno como se ha encontrado en otros trabajos
(Rosiewicz et al., 2020), sugiriendo mayor sensibilidad de ACSA-2 a antigenos glicosilados de
astrocitos (Kantzer et al., 2017). Por otro lado, este incremento de la sensibilidad a ACSA-2 podria
estar asociado a una subpoblacion de astrocitos que expresan principalmente este antigeno,
recientemente se ha demostrado que los astrocitos de la corteza cerebral presentan una gran
heterogeneidad (Bayraktar et al., 2020), por lo que diversas subpoblaciones de astrocitos podrian
intervenir en los mecanismos de maduracién y transmisidn sinaptica. Las diversas subpoblaciones
de astrocitos en la corteza podrian explicar porque no se observa una relacién directa entre
niveles de TSP-1 y el numero de astrocitos (Figura 10B). Un proceso similar podria estar
sucediendo en el hipocampo donde subpoblaciones de astrocitos correlacionarian los niveles de
TSP-1 con los niveles de la intensidad de la fluorescencia emitida por ACSA-2 (Figura 11C). Estos
resultados sugieren que durante el desarrollo postnatal los niveles de TSP-1 podrian depender de
subpoblaciones de astrocitos que no pueden ser detectados por marcadores como GFAP o ACSA-
2. Estas subpoblaciones también podrian explicar porque se observa una contradiccién entre Ia

secrecién de TSP-1 determinada por ELISA y la expresidon de esta proteina determinada por WB
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(Figura 7B-C); un analisis de la expresién de TSP-1 con algin marcador de astrocitos inmaduros
como GLAST (Deneen et al., 2006), con marcadores especificos de astrocitos en corteza como
Nuprl o Nnat (Bayraktar et al., 2020), isoformas de la GFAP (Kamphuis et al., 2012) o vimentina
(Luo et al., 2017) podrian ayudar a identificar las subpoblaciones de astrocitos que participan en
las diferentes etapas del desarrollo postnatal del la corteza e hipocampo.

Del mismo modo, Bayraktar et al. (2020) encontraron que los astrocitos se diferencian
molecularmente y ademas tienen una distribucion laminar en la corteza cerebral que depende
principalmente de la profundidad cortical y edad del sujeto, con algunas variaciones en funcién
de la regidén cortical analizada. Ellos, en contraste con nuestro estudio, realizaron y clasificaron
los perfiles de expresidon molecular de los astrocitos para encontrar esta distribucion laminar de
subpoblaciones de astrocitos, encontrando diferencias en la expresidon de ciertos genes en
funcion de la profundidad cortical y cdmo esta expresion va cambiando, dependiendo de la region
de la corteza que se esté analizando. Sin embargo, de forma similar a nosotros, ellos encontraron
gue existen ciertos genes que se expresan en edades tempranas (P14) pero que en la edad adulta
su expresion disminuye (P56), muy similar a la expresion de TSP-1 que nosotros encontramos en
el dia P7 y que decrece en el dia P23 y P29. Esto refuerza la idea de analizar genes de expresion
temprana asociados a diferentes subpoblaciones de astrocitos que podrian estar regulando la
traduccion de diferentes proteinas entre las que podria estar la TSP-1 y asi poder determinar de
gue dependen los niveles de TSP-1 en la corteza cerebral y el hipocampo durante el desarrollo.
Ademas, en concordancia con estos resultados Buosi, Matias, Araujo, Batista & Gémez (2017)
encontraron que los astrocitos de distintas regiones cerebrales tenian potenciales sinaptogénicos
diferentes debido a la expresién diferencial de proteinas sinaptogénicas como SPARC, Hevina y
Glipicano 4. Sin embargo, estos autores no encontraron diferencias en la expresion de TSP-1. La
diferencia entre este estudio y el nuestro se debe principalmente a que los experimentos fueron
realizados utilizando cultivos de astrocitos provenientes de diferentes regiones cerebrales de
ratones neonatos, por lo que el factor de la edad no era determinante en el estudio.

La TSP-1 tiene una participacion importante en los procesos de sinaptogénesis
(Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009), modulando la actividad presindptica (Crawford

et al., 2012) o estimulando la formacidn de espinas dendriticas (Garcia et al., 2010), con el fin de
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conocer mas acerca de la TSP-1 en la formacidn de las sinapsis excitadoras durante el desarrollo
postnatal, se tratd de establecer una correlacion entre los niveles de TSP-1 y la expresion de
PSD95 (ver Figura 12). En este trabajo se observé un incremento de la expresion de PSD95 en el
dia postnatal 23 y 29 tanto en corteza como en hipocampo, sin embargo, a pesar de que este
incremento estd relacionado negativamente con los niveles de TSP-1 (Figura 12C), la evidencia
sefala que no hay mecanismos asociados entre la TSP-1 y la expresidon de PSD95, pero si a los
procesos sinaptogénicos (Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009), por lo que Unicamente
se podria considerar a la PSD-95 como un indicador de sinapsis maduras producto de la actividad
de la TSP-1. El incremento de la expresién de PSD95 durante el desarrollo postnatal podria estar
asociado a una maduracidn del astrocito que implica cambios en su morfologiay no a la secrecion
de moléculas sinaptogénicas (Testen et al., 2019). El contacto fisico entre la neurona y el astrocito
a través de los procesos secundarios o pies gliales estimula la actividad sindptica excitatoria en
edades tempranas del desarrollo, principalmente entre las edades P14y P26 (Molofsky & Deneen,
2015). Adicionalmente, otras moléculas con actividad sinaptogénica como el colesterol, la hevina,
factores troficos u otras TSPs, podrian estar involucradas en la expresion de PSD95 y sinapsis
excitatorias (Chung et al., 2015; Ferrer-Ferrer & Dityatev, 2018; Petrelli et al., 2020; Sakers &
Eroglu, 2019)

En resumen, en este trabajo se confirmdé de manera sistematica y utilizando un modelo in
vivo que la TSP-1, una proteina con actividad sinaptogénica, muestra incrementos y decrementos
en su sintesis y secrecion en diversos estadios del desarrollo postnatal. Estos cambios podrian
estar asociados a subpoblaciones de astrocitos que estén presentes durante el desarrollo. Del
mismo modo, se observaron los efectos de la TSP-1 en la formacidn de sinapsis maduras a través
de la evaluacién de marcadores como la PSD-95. Alteraciones durante los periodos criticos del
desarrollo postnatal pueden afectar la conectividad sindptica, produciendo alteraciones

cognitivas y del comportamiento.
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Conclusiones

e Los niveles de expresién de la TSP-1 cambian durante el desarrollo postnatal segun la
edad.

e La corteza cerebral no presenta diferencias significativas de expresidon de TSP-1 con el
hipocampo.

e El nimero de células gliales disminuye durante el desarrollo postnatal segun la edad.

e Los niveles de TSP-1 no dependen del numero de astrocitos durante el desarrollo
postnatal

e Los niveles de PSD-95 no parecen depender directamente de la expresién de TSP-1

Estos resultados en conjunto sugieren que la expresién de TSP-1 podria tener su origen en
diferentes subpoblaciones de astrocitos y que estos a su vez puedan modular la plasticidad
sinaptica en periodos postnatales, principalmente en los periodos criticos de sinaptogénesis y

gliogénesis temprana.
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Anexos

Anexo 1. Criterios de deteccidn para la citometria de flujo. A, umbral establecido para diferenciar controles negativos.

B, criterio establecido para determinar eventos positivos a ACSA-2.
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