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l. RESUMEN

El trastorno del espectro autista (TEA) agrupa una serie de condiciones vinculadas al
neurodesarrollo que son detectadas en la nifiez, con retrasos en el lenguaje que afectan
la comunicacion y con un comportamiento social reducido. Los nifios diagnosticados con
TEA presentan deficiencias sensoriomotoras asociadas con frecuencia al cerebelo, lo
gue uno de los factores que median las alteraciones conductuales es la disfuncion de los
circuitos sinapticos. En este contexto la astroglia toma relevancia, ya que es parte integral
de la sinapsis tripartita y en estudios post mortem en el cerebelo de pacientes
diagnosticados con TEA han reportado un aumento en la expresion de la proteina 4cida
gliofibrilar (GFAP), especifica de estas células. La astroglia responde a la actividad
neuronal con transitorios intracelulares de calcio (Ca?*) que se propagan a células
vecinas, lo que conlleva una respuesta funcional conocida como onda de calcio. Esta
forma de sefalizacion intercelular esta implicada en la proliferacion, migracion y
diferenciacion de los precursores neuronales. La exposicion prenatal al valproato (VPA)
es un modelo preclinico de TEA en el cual ocurre una migracion prematura y un exceso
de apoptosis en la capa granular interna (IGL) del cerebelo durante el periodo postnatal
temprano. En este estudio se investigd la dinamica de propagacion de la onda de calcio
en la IGL de ratones expuestos prenatalmente al VPA. A nivel conductual, los resultados
mostraron deficiencias sensoriomotoras y a nivel celular, la despolarizacion de la IGL
evoco una onda de calcio que recluto astrocitos en el modelo VPA. La méaxima extension
en la propagacion de la onda de calcio, el reclutamiento inicial de astrocitos y neuronas;
y la amplitud promedio del transitorio de Ca?* incrementaron significativamente en el
modelo VPA respecto al grupo control. El reclutamiento de los astrocitos aumento
significativamente en el modelo VPA, pero no se observaron cambios en la amplitud
promedio del transitorio de Ca?*. Los estudios de contenido de proteina e histoldgicos
mostraron un incremento en la expresion de GFAP, asi como una mayor densidad y
complejidad morfolégica de los astrocitos en el modelo VPA respecto al grupo control.
Con base en estos resultados se concluyo que la respuesta funcional de los ensambles

glio-neuronales esta notablemente aumentada en el modelo preclinico de autismo.
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I. SUMMARY

Autism spectrum disorders (ASD) are pervasive neurodevelopmental conditions detected
during childhood when delayed language onset and social deficits are observed. Children
diagnosed with ASD frequently display sensorimotor deficits associated with the
cerebellum, suggesting a dysfunction of synaptic circuits. Astroglia is part of the tripartite
synapses and postmortem studies reported an increased expression of the glial fibrillary
acidic protein (GFAP) in the cerebellum of ASD patients, a specific protein of these cells.
Astroglia responds to neuronal activity with intracellular Ca?* transients that propagate to
neighboring cells, resulting in a functional response known as a calcium wave. This form
of intercellular signaling is implicated in proliferation, migration, and differentiation of
neural precursors. Prenatal exposure to valproate (VPA) is a preclinical model of ASD in
which premature migration and excess of apoptosis occur in the internal granular layer
(IGL) of the cerebellum during the early postnatal period. In this study we investigate the
dynamic of the calcium wave in the IGL of mice prenatally exposed to VPA. A behavioral
approach showed sensorimotor deficits, and cellular approaches showed that the IGL
depolarization evoked a calcium wave with astrocyte recruitment in the model of VPA.
The maximum length of the calcium wave, initial recruitment of astrocytes and neurons,
and mean amplitude of the Ca?* transients increased significantly in VPA-exposed mice
compared to the control group. Astrocyte recruitment was significantly increased in the
VPA model, but the mean amplitude of the calcium transients was unchanged. Western
blot and histological studies revealed an increased expression of GFAP, higher astroglial
density and augmented morphological complexity. We conclude that the functional

signature of the IGL is remarkably augmented in the preclinical model of autism.
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1. INTRODUCCION

El Trastorno del espectro autista (TEA) es un conjunto de neuropatologias del desarrollo
que se diagnostican a partir de los 3 afios. En México se ha reportado una prevalencia
del 0.87% (Fombonne et al., 2016), aunque de manera global alcanza el 1% (Zeidan et
al., 2022), con mayor frecuencia en varones (4:1), (Fombonne et al., 2016). Los individuos
diagnosticados con TEA presentan un deterioro en la comunicacion social reciproca e
interaccion social, ademas de un patron de conductas repetitivas o intereses restringidos
(Pennington, et al., 2014). Adicionalmente, estudios de imagen por resonancia magnética
reportaron que el tamafio del cerebro de nifios diagnosticados con TEA (2-5 afios de
edad) estaba incrementado y posteriormente se normalizaba e incluso disminuia hacia
la edad adulta (Courchesne et al., 2007). El cerebelo es una de las regiones
frecuentemente alteradas en el TEA (Amaral et al., 2008). La parte anterior del cerebelo
ejecuta funciones de control motor (I6bulos 1-V) y la parte posterior cumple funciones
cognitivas (I6bulos VI-X); (D’Mello et al., 2015). Estudios morfoanatdmicos con imagen
por resonancia magnética (MRI) en nifios de 10 afios diagnosticados con TEA,
demostraron una disminucion en el volumen de la sustancia gris o corteza cerebelosa de
las regiones Crus | y Il ubicadas en el I6bulo VII implicadas en el lenguaje, procesamiento
emocional, procesamiento de estimulos faciales y vocales, imitacion y praxis (D’Mello et
al., 2015; Stoodley et al., 2012).

La corteza cerebelosa contiene las capas molecular, de Purkinje y granular, pero ademas
el cerebelo también contiene sustancia blanca y 4 eferentes llamados ndcleos profundos
(Butts et al.,, 2014). Las capas de la corteza estdn constituidas por neuronas
GABAEérgicas, neuronas glutamatérgicas y células gliales (astrocitos, oligodendrocitos,
NG2 y microglia), (Buffo y Rossi, 2013; Butts et al., 2014). Estudios post mortem de
individuos diagnosticados con autismo muestran consistentemente una pérdida de
células de Purkinje (PCs) y un incremento en la expresion de la proteina acida gliofribrilar
(GFAP) proteina especifica de astrocitos (Skefos et al., 2014). Ademas, se ha reportado

una disminucion de la expresién de relina, una glicoproteina relacionada con la migracion
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de las células granulares (GCs) durante el desarrollo del cerebelo (Fatemi et al., 2001;
Laurence & Fatemi, 2005).

En el cerebelo existen tres tipos de astrocitos morfolégicamente distintos, la glia de
Bergman ubicada en la capa de Purkinje, astrocitos velados de la capa granular y
astrocitos fibrosos de la sustancia blanca (Buffo y Rossi, 2013). Ademas, en el |6bulo X
residen las células ependimarias, un tipo de astroglia especializada que también expresa
GFAP (Reyes-Haro et al., 2013). La astroglia es fundamental durante el neurodesarrollo
del cerebelo pues esta implicada en la neurogénesis y la migracion de los precursores
neuronales, lo que permite su correcta laminacion y maduracion (Buffo y Rossi, 2013).
En el cerebelo maduro, la astroglia forma redes funcionales y sus procesos mantienen
contacto con las PCs y las GCs, cubriendo los requerimientos metabdlicos y sinapticos

de estas neuronas (Hoogland y Kuhn, 2010; Houades et al., 2006).

Para el estudio del TEA se han generado diversos modelos murinos (genéticos y
farmacoldgicos) que reproducen conductas para el diagndéstico del trastorno y otras
alteraciones importantes, como la hipersensibilidad a los sonidos y deficiencias en la
motricidad fina. Dentro de los modelos farmacol6gicos esté el de exposicién prenatal al
acido valproico (VPA), un farmaco que inhibe la enzima desacetilasa de la histona H3 y
produce cambios epigenéticos que incluyen alteraciones sobre el sistema GABAérgico
(Lagace et al., 2004). La exposicion prenatal a este farmaco incrementa el riesgo de
desarrollar TEA (Christianson et al., 1994; Moore et al., 2000), tanto en humanos como
en roedores. En los murinos, el VPA provoca una disminucion en el nimero de
exploraciones o aproximaciones con roedores extrafios, acicalamientos prolongados,
hiperactividad y disminuye las vocalizaciones, los cuales son correlatos del diagndstico
del trastorno. Ademas, provoca alteraciones sensoriomotoras como disminucion de la
sensibilidad al dolor, hipersensibilidad al sonido, discriminacion olfatoria deficiente,
retraso en la maduracién motora y reflejo de enderezamiento deficiente, principalmente
asociadas a la funcién del cerebelo (Al Sagheer et al., 2018; Favre et al., 2013;
Kazlauskas et al., 2016; Mony et al., 2016; Roullet et al., 2010; Schneider y Przewtocki,
2005). Asimismo, produce alteraciones morfoanatomicas en el cerebelo que incluyen una

disminucién del volumen de la capa granular (D’Mello et al., 2005), un incremento en el




I csis doctoral Soria Ortiz Maria Berenice

namero de células glutamatérgicas del nucleo profundo (Mowery et al., 2015) y la pérdida
de PCs (Bailey et al., 1998; Kemper y Bauman, 1988). En su conjunto, estos hallazgos
sugieren que en el autismo, tanto neuronas como astrocitos del cerebelo se encuentran
alterados, resultando posiblemente en la funciébn incorrecta del cerebelo,
especificamente en la capa granular de las regiones Crus I/ll, que pudieran tener origen
en la maduracion incorrecta del cerebelo. Por esto, resulta importante analizar si la
densidad y la funcionalidad de los astrocitos de la capa granular y en su conjunto con las

neuronas, se encuentran alterados en este trastorno del neurodesarrollo.

2. ANTECEDENTES

2.1 Trastorno del espectro autista

El TEA, se define como un conjunto de neuropatologias del desarrollo que incluyen el
trastorno autista, el sindrome de Asperger, el trastorno desintegrativo de la infancia y el
trastorno del desarrollo generalizado no especificado. El TEA se manifiesta de distintas
maneras en los individuos; sin embargo, su etiologia incluye conductas estereotipadas y
repetitivas, ademas de deficiencias persistentes en la capacidad de iniciar y sostener la
interaccién social y la comunicacion social (CIE-11, 2023; DSM-5, 2014; Pennington et
al., 2014)

En el libro de Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-11, 2023) y en el Manual
Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-5, 2014), el TEA se clasifica en
trastornos generalizados del desarrollo como: F84.0 trastorno autista, F84.3 trastorno
desintegrativo infantil y F84.5 sindrome de Asperger y en estos se detallan los tres
principales sintomas de diagndstico. Sin embargo, los individuos con TEA normalmente
presentan otras dificultades concomitantes como son trastornos del lenguaje,

deficiencias cognitivas, alteraciones sensoriales, deficiencias motoras y deficiencias en
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la integracion visual. El TEA puede diagnosticarse desde los 3 a 7 afios (DSM-5, 2014;
Mandell et al., 2005).

Fombonne et al. (2016) en colaboracién con la Clinica Mexicana de Autismo A. C.
(CLIMA) regional ubicada en Le6n, Guanajuato, reportd una prevalencia promedio de
0.87% (1 cada 115 nifios) en su estudio realizado con nifios de 8 afios que asistian a
escuelas regulares o educacion especial entre los afios 2011 y 2012. De acuerdo con
CLIMA, existe un incremento del 17% en la incidencia anual; colocando al TEA como una
condicion mas frecuente que la diabetes, el cancer o el Sindrome de Down en México.
En el mismo estudio, se encontré que el 81% de los casos confirmados fueron varones,
lo cual concuerda a la razén 4:1 reportada internacionalmente (Pennington et al., 2014).

La causa principal del TEA se desconoce, pero se sabe que tiene bases genéticas y
ambientales (ver tabla 1). Existe una desregulacion de cientos de genes (mutacion,
fusion) en el autismo, genes implicados en la migracion celular, laminacion,
sinaptogénesis y en la propia estructura sinaptica (Apéndice I). Sin embargo, la
prevalencia del autismo con bases genéticas representa soélo del 5 - 15% de los casos
de autismo (Roullet et al., 2013).

Por otro lado, existen otros factores de riesgo que representan el 40% de la casuistica
del autismo como son los factores ambientales presentes durante la gestacion, tales
como infecciones virales, exposicion al alcohol, o exposicidén prenatal a farmacos como
a talidomida y el acido valproico (Schneider y Przewlocki, 2005). Otros factores
secundarios que incrementan la probabilidad de que un infante desarrolle autismo son la
salud mental de la madre en el periodo gestante o la historia clinica familiar. Es decir,
patologias como la esquizofrenia, depresion o alguna otra enfermedad psiquiatrica en la
historia familiar incrementa la probabilidad de desarrollar este trastorno, incluso la
conducta de la madre hacia el infante predispuesto puede afectar seriamente (IMSS,
2012; Penningnton et al., 2014).
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Tabla 1. Ejemplos del riesgo relativo del TEA con respecto a factores
genéticos y ambientales (modificado de Wang et al., 2014).

Factor de riesgo RR
Poblacién general 1x
Edad de los padres > 35 1.3x
Padres con enfermedades mentales 2X
Tener un hermano autista 2X
Estrés materno* 2-3x
Intervalo entre nacimientos < 1 afio* 3.4x
Nacimientos prematuros* 7.3X
Privacion social y sensorial postnatal* 8x
Exposicion prenatal a medicamentos 8x
Tener un mellizo autista 10x
Lesiones cerebelares al nacimiento* 36x
Tener un gemelo idéntico autista >50x

Factores ambientales*

Por lo anterior, los factores ambientales cobran mayor importancia. Especificamente los
dos factores con mayor riesgo son: 1) las alteraciones histoldgicas y genéticas en el
cerebelo, las cuales incrementan hasta 36 veces el riesgo de desarrollar autismo (Wang
et al., 2014); y 2) la exposicidon prenatal a medicamentos como el acido valproico o
valproato de magnesio (Christensen et al., 2013; Moore et al., 2000). El incremento en
la prevalencia del TEA se ha relacionado fuertemente con la exposicién prenatal al &cido
valproico, ya que es un farmaco que se usa frecuentemente en el mundo para el
tratamiento de diversos tipos de epilepsia y trastornos afectivos. Es importante resaltar
gue la prescripcion de este farmaco continla siendo de primera eleccién, incluso en

mujeres embarazadas, provocando que mas nifios se vean afectados.
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2.2 Acido valproico en el TEA

El &cido valproico (VPA) es un &cido graso de cadena corta que

incrementa los niveles extracelulares del principal

neurotransmisor inhibitorio, el acido y-aminobutirico (GABA) OH
controlando la actividad excitadora en diferentes regiones del

cerebro; sin embargo, el mecanismo que subyace este evento

aun no es claro. Algunos estudios demuestran que el VPA inhibe

la enzima succinil semialdehido deshidrogenasa (SSA-DH, que degrada a SSA en acido
succinico) y se propone que el nivel enddgeno de GABA se incrementa debido a que la
acumulacion de SSA inhibe a la enzima GABA-transaminasa evitando la degradacién de
GABA (Johannessen, 2000; Lagace et al., 2004). Otros estudios sugieren que la actividad
de la enzima glutamato descarboxilasa se incrementa; sin embargo, esto no se ha

logrado demostrar in vivo (Mesdjian et al., 1982).

El VPA también es inhibidor de las enzimas desacetilasas de histonas y como tal, tiene
efecto directamente sobre la regulacion de la expresion de diversos genes, como los
enlistados en el apéndice | (Fukuchi et al., 2009; Lagace et al., 2004; Terbach y Williams,
2009; Wagner et al., 2006). De manera general, las histonas son proteinas en las que se
enrolla el ADN y lo mantiene compactado en unidades llamadas nucleosomas. Cuando
se requiere la transcripcion de algun gen, las histonas se acetilan por la accién de
enzimas acetiltransferasas y la cadena de ADN se suelta permitiendo la union de factores
de transcripcion; mientras que en la fase en donde no se requiere la transcripcion de
genes, las desacetilasas de histonas quitan los grupos acetilo, provocando que el ADN
vuelva a su configuracion cerrada o compactada en las histonas (Gurvich et al., 2004).
Asi, cuando el VPA inhibe las desacetilasas de histonas, provoca que decenas de genes
se transcriban sin ser requeridos y otros se encuentren a la baja (Kowalski et al., 2022).
Este es uno de los mecanismos de accion del VPA, que se hipotetiza, propician el
desarrollo del TEA.
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El metandlisis de transcriptoma realizado por Kowalski et al. (2022) mostré que el VPA
altera la expresion de 115 genes en células madre embrionarias humanas, tanto al alza
como a la baja. La mayoria de estos genes estan involucrados en procesos biolégicos
del neurodesarrollo y neuroinflamacién. Otro andlisis de secuenciacion de ARN realizado
en el cerebelo de roedores con exposicion prenatal a VPA, mostr6 que durante el
desarrollo postnatal del cerebelo existen genes asociados al TEA con una expresion
desregulada durante las primeras tres semanas postnatales y que estan involucrados en
los procesos de maduracion sinaptica entre las fibras paralelas y las células de Purkinje
(Guerra et al., 2023).

Con el objetivo de comprender mejor algunos de los eventos fisiopatolégicos asociados
al TEA, se han generado modelos animales que incluyen primates no humanos, roedores
y pez cebra; sin embargo, se han utilizado D. melanoganster y C. elegans, para el estudio
de genes particularmente involucrados con el trastorno (Apéndice Il). Hasta ahora los
modelos de autismo en el roedor son los mas utilizados, por ejemplo, el ratdn transgénico
deficiente del gen que codifica para neuroligina (NL3), una proteina de adhesién presente
en la membrana plasmatica postsinaptica que mantiene la unidon con la membrana de la
presinapsis. Otro ejemplo es el raton Black and Tan BRarchyury (BTBR) el cual presenta
agenesia del cuerpo calloso y de la comisura hipocampal y muestra sintomatologia del
TEA, tales como interaccién social deficiente, alteraciones en la conducta exploratoria y
de juego, vocalizaciones inusuales y ansiedad (McFarlane et al., 2008).

El modelo de exposicién prenatal a VPA es particularmente robusto ya que tanto en
humanos como en roedores, 1) el mecanismo etioldgico incluye cambios epigenéticos,
cambios en el nivel de expresion de genes especificos y alteraciones estructurales del
SNC,; 2) el fenotipo incluye los signos conductuales caracteristicos, el desequilibrio entre
la sefializacion excitadora-inhibidora y la alteracion en el nivel de metabolitos y
neurotransmisores; y 3) existen similitudes en la respuesta a tratamientos para aliviar
algunos sintomas tanto en el TEA como el modelo animal. Asimismo, el modelo

proporciona confiabilidad debido a su alta reproducibilidad (Mabunga et al., 2015).
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El fenotipo conductual de los roedores expuestos a VPA ha sido evaluado mediante la
aplicacion de pruebas conductuales que tienen correlatos con los tres signos
diagnosticos del TEA, que son: 1) falta de interés por la exploracion o aproximacion a
roedores desconocidos, en la que se mide la latencia de aproximacién y el nimero de
olfateos de inspeccién ano-genital y aseo hacia otros roedores; 2) conductas de
acicalamiento repetitivas y prolongadas o busqueda de objetos enterrados por tiempos
prolongados; y 3) disminucién en la emisién de vocalizaciones (Gandal et al., 2010;
Kataoka et al., 2013; Roullet et al., 2010). Ademas, en el modelo del VPA se presentan
marcadores biologicos descritos en individuos autistas como macrocefalea en etapas
tempranas del desarrollo asociado al incremento de neuronas glutamatérgicas y
alteraciones en la estructura y funcion de neuronas GABAérgicas (Fukuchi et al., 2009;
Kim et al., 2013, 2014). Mientras que, en etapas posteriores, se ha observado una
disminucién en el volumen del cerebro en individuos autistas, pero no se ha analizado en
el modelo del VPA (Courchesne et al., 2011).

Otros sintomas importantes presentes en los pacientes diagnosticados con TEA que se
han reproducido en el modelo del VPA por varios grupos de investigacion, incluyen
alteraciones sensoriales y motoras, como hipersensibilidad al sonido, disminucion de la
sensibilidad al dolor, deficiencias en la motricidad fina, discriminacion olfatoria deficiente,
reflejo de enderezamiento deficiente y retraso en el desarrollo motor (Al Sagheer et al.,
2018; Favre et al., 2013; Kazlauskas et al., 2016; Mony et al., 2016; Roullet et al., 2010;
Schneider y Przewtocki, 2005). Ademas, Al Sagheer et al. (2018) observaron que las
deficiencias sensoriomotoras presentes en la etapa postnatal y adulta en el modelo del
VPA, se deben a la pérdida de neuronas en regiones especificas del cerebelo y en la
corteza motora. Demostraron que las alteraciones sensoriomotoras tienen una
correlacion directa con el desarrollo de deficiencias sociales, por lo que sugieren que se

deben incluir en el diagndstico del trastorno.
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En individuos autistas se ha encontrado que el volumen total del cerebro estda aumentado
en regiones especificas como las cortezas frontal, temporal y parietal; también algunos
estudios reportan un incremento de la densidad en la sustancia gris de la amigdala
izquierda, un volumen reducido del hipocampo y amigdala, agrandamiento de los
ventriculos Il y IV y un volumen reducido en el cuerpo calloso. En el cerebelo, nuestra
region de interés, se ha reportado principalmente la reduccion de volumen en diferentes
areas del vermis y hemisferios, los cuales se detallan més adelante (Bauman & Kemper,
2005; Brambilla et al., 2003; Casanova, 2015; Crippa et al., 2016), (ver figura 1).
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Figura 1. Estructuras cerebrales asociadas al TEA (modificada de Wang et al., 2014).

2.3 Cerebelo
2.3.1 Estructura y conexiones del cerebelo

El cerebelo estid localizado en la cavidad craneal posterior y es crucial para la
coordinacion motora, funciones cognitivas y emocionales (Stoodley et al., 2012). El
cerebelo maduro esta constituido por el vermis en su parte central y dos hemisferios
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laterales, formados por 10 I6bulos (I - X). El cerebelo se divide en tres grandes l6bulos:
1) el cerebelo anterior o paleocerebelo (I6bulos | - V) separado por la fisura primaria del
2) cerebelo posterior o neocerebelo (I6bulos VI - X), que contiene las regiones Crus | y Il
separadas por la fisura horizontal; y 3) I6bulo floculonodular o arquicerebelo (I6bulo X),

(ver figura 2a).

La corteza cerebelosa, consta de tres capas de sustancia gris (corteza cerebelar),
alternadas con sustancia blanca: 1) La capa molecular (ML, por sus siglas en inglés)
contiene células en cesta, células estrelladas, las dendritas de las células de Purkinje
(PCs, por sus siglas en inglés) y las ramificaciones de la glia de Bergman, siendo aqui
donde se integra toda la informacién que recibe tanto de las fibras trepadoras como de
las fibras paralelas de las células granulares (GCs, por sus siglas en ingles) de la capa
granular interna IGL (por sus siglas en inglés). 2) La capa de Purkinje (PL, por sus siglas
en inglés), en donde se encuentran alineados los somas de las PCs rodeados por los
somas de la glia de Bergman. 3) La IGL contiene las terminales tipo roseta de las fibras
musgosas por donde ingresa la informacion multisensorial, y contiene también células de
Golgi, células de Luagaro y las GCs, constituyendo el glomérulo cerebeloso que esta
envuelto por las ramificaciones de astrocitos velados (ver figura 2b).

El cerebelo tiene cuatro ndcleos profundos: fastigio, globoso, emboliforme y dentado,
representados en las regiones f, g, e y d en la figura 2a. Estos estan ubicados dentro de
la sustancia blanca cerebelosa que, a su vez, contiene los axones neuronales y los
astrocitos fibrosos con sus ramificaciones en paralelo. Los nucleos son pequefas
regiones que contienen neuronas de proyeccion e interneuronas, que reciben los axones
de las PCs y proyectan hacia el tAlamo, el ndcleo pontino y los ndcleos vestibulares; y
gue proyectan hasta la corteza cerebral y a la médula (Marzban et al.,, 2015;
Schmahmann, 2019; Suzuki et al., 2012).

Todas las células de la corteza cerebelosa son GABAérgicas, excepto las GCs y las

células unipolares en cepillo (UBc, por sus siglas en inglés) que son glutamatérgicas (ver
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figura 2b). Ademas de los astrocitos fibrosos, velados y glia de Bergmann, residen otras
células gliales tales como la microglia, los oligodendrocitos y las células ependimarias;
tanto en la sustancia blanca, como en la sustancia gris (Butts et al., 2014).

La informacion que recibe el cerebelo se procesa de manera organizada en pequefios
modulos anatémicos de acuerdo con el origen de sus aferencias y eferencias (Stoodley
et al., 2012). La sustancia blanca, contiene tres vias aferentes: 1) Las fibras trepadoras
(CF) glutamatérgicas que provienen del complejo olivar inferior y proyectan directamente
hacia la capa molecular haciendo sinapsis con las PCs, células estrelladas (Sc) y en
cesta (Bc), sin hacer sinapsis en la IGL. 2) Las fibras musgosas (MF) también
glutamatérgicas que provienen de la médula espinal, nucleos vestibulares y nucleo
pontino, proyectan hacia las GCs. De aqui, los axones de las GCs proyectan hacia la ML
y se dividen en dos axones que proyectan en direcciones opuestas, llamados fibras
paralelas; estas activan a las PCs, las Bc y Sc (Farini et al., 2021), (ver figura 2b, c). 3)
Las fibras multilaminadas de origen hipotalamico, nucleos de rafe, locus coeruleus y
nacleos mesencefalicos, son serotoninérgicas, dopaminérgicas o noradrenérgicas
(Bloedel, 1973).

En cuanto a sus vias eferentes, se encuentran: 1) la via dento-taldmica, que recibe
informacion del cerebelo posterior a través del nicleo dentado; 2) la via globoso-rubral y
emboliforme-rubral, que recibe informacion del cerebelo anterior a través de los nucleos
globoso y emboliforme; y 3) la via fastigio-vestibular, que recibe informacion del
arquicerebelo a través del nucleo fastigio. Como se menciond anteriormente, la
informacion del cerebelo se recibe en estos nlcleos y proyectan hacia la médula, puente,
mesencéfalo, tAlamo y corteza cerebral (ver figura 2c).

Brevemente, un microcircuito cerebeloso se activa por las fibras trepadoras
(glutamatérgicas) que hacen sinapsis con las células de Purkinje (GABAérgicas). Por su
parte, las fibras musgosas (glutamatérgicas) activan a las células granulares
(glutamatérgicas) y hacen sinapsis con las células de Purkinje a través de sus fibras
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paralelas. Las colaterales de ambas fibras paralelas y fibras trepradoras, en la capa
molecular, también activan células estrelladas (GABAérgicas) y en cepillo (GABAérgicas)
gue controlan la salida de las células de Purkinje hacia los nucleos cerebelosos. Mientras
que las células de Golgi (GoC, GABAérgicas) controlan la salida de las células
granulares, tanto en la capa granular interna como en la molecular (Farini et al., 2021).
Asimismo, las colaterales de las fibras trepadoras y musgosas hacen sinapsis con las
neuronas de los nucleos cerebelosos (ver figura 2b), (Miterko et al., 2019).
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Figura 2. Estructura y conexiones del cerebelo. (a) Cerebelo en configuracion de libro abierto (I6bulo | — X),
agrupados en tres grandes lébulos: |6bulo anterior (rosa), I6bulo posterior (beige) y I6bulo floculonodular
(azul). Nucleos profundos (gris): f, fastigio; g, globoso; e, emboliforme; y d, dentado (modificada de
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Schmahmann, 2018). (b) Capas cerebelosas y composicion celular. ML, capa molecular; PL, capa de
Purkinje; GL, capa granular; WM, sustancia blanca. Células GABAérgicas (-): Bc, células en cesta; Sc,
células estrelladas; PC, células de Purkinje; GoC, células de Golgi; Lc, células de Lugaro. Células
glutamatérgicas (+): GC, células granulares; UBc, células unipolares en cepillo. Células gliales: BG, glia
de Bergmann; VA, astrocitos velados; FA, astrocitos fibrosos. Aferencias: CF, fibras trepadoras; MF, fibras
musgosas. Eferencias: CN, nlcleos cerebelosos (modificada de Cerrato, 2020). (c) Conexiones de vias
aferentes (verde) y eferentes (morado). Se incluye la aferencia cortico-pontino y la eferencia talamocortical,
mostrando la conexién entre el cerebelo y diferentes regiones de la corteza cerebral, como la prefrontal
(modificada de Farini et al., 2021).

2.3.2 Desarrollo embrionario y postnatal del cerebelo

Diversos estudios genéticos, moleculares, histolégicos y anatémicos, en tejidos post
mortem o en modelos animales, han mostrado que las alteraciones neuroldgicas
observadas en el TEA ocurren en diferentes etapas del desarrollo prenatal y postnatal,
comenzando entre el primero y segundo trimestre prenatal (Courchesne et al., 2019). Por
lo que es importante, describir el desarrollo normal del cerebelo para ubicar las etapas
importantes de proliferacion, diferenciacion y migracion de las células que lo constituyen
y posteriormente describir esos hallazgos reportados con relacion al TEA.

El cerebelo se origina del rombencéfalo justo en el limite con el mesencéfalo, el
neuroepitelio del techo del cuarto ventriculo. El origen y las etapas de su desarrollo se
conservan entre diversas especies. En el roedor, comienza a formarse al final de la
primera semana prenatal (dia embrionario 8.5, E8.5) y sus células se originan a partir de
la glia radial. Existen dos zonas germinales primarias: el labio rémbico (rl), que da origen
a las células glutamatérgicas; y la zona ventricular (VZ) que da origen a las neuronas
GABAérgicas de proyeccién e interneuronas, a los astrocitos y al resto de la glia (ver
figura 3). Los precursores celulares comienzan a proliferar en el dia E10.5, siendo los
precursores de las PCs y de las GCs los que se diferencian primero (E12.5). Ambos se
distribuyen en las diferentes capas del cerebelo en una secuencia espacio-temporal bien
definida, lo que constituye la base para la formacion de la circuiteria entre PCs y GCs
(Wang et al., 2005). La fase de migracion y laminacion de la corteza cerebelosa se
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extiende hasta las primeras 3 semanas postnatales (Butts et al., 2014; Farini et al., 2021).
A continuacion, se detallan estos procesos.

Los precursores de las GCs inician su proliferacion (E12.5 - E17.5) y migran
tangencialmente como células precursoras hacia la capa granular externa transitoria
(EGL), hasta el dia E21. Algunas de estas neuronas continlan migrando fuera del
primordio cerebeloso (MacHold y Fishell, 2005). Los precursores de las GCs se
diferencian (E17.5) y migran radialmente (PO - P21) a través de las ramificaciones de la
glia de Bergmann para poblar la IGL (ver figura 4). Los precursores se diferencian en
UBc y GCs, sus ramificaciones crecen y maduran dando lugar a las GCs provistas de
sus fibras paralelas. En este proceso, la proteina de matriz extracelular llamada relina,
es crucial para detener la migracion de las GCs en la IGL, logrando una correcta
laminacion del cerebelo (Butts et al., 2014).

Figura 3. Esquema sagital del cerebelo (cb) en el desarrollo embrionario. El area coloreada de azul indica
la zona de proliferacién (zona ventricular, vz) y migracién radial de neuronas GABAérgicas y células gliales,
el area coloreada de rojo indica el origen (labio rombico, rl) y migracién tangencial de precursores de
neuronas glutamatérgicas (capa granular externa, egl) y el area coloreada verde indica un origen extra-
cerebeloso de interneuronas. mb, mesencéfalo; cbn, nicleo cerebeloso; rp, techo del IV ventriculo
(modificado de Butts et al., 2014).

Por su parte, las PCs inician su proliferacién el dia E12.5 y el resto de las interneuronas
(GoC, Lc, Sc, Bc, de la figura 2) en el dia E13.5-16.5; mientras que la glia (AV, AF, BG y
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oligodendrocitos) tiene dos momentos de proliferacion en E13.5 y durante las primeras
semanas postnatales (ver la figura 4). Las PCs migran en grupos, primero de forma
tangencial hacia la sustancia blanca y luego, radialmente hacia la futura capa de Purkinje,
a través de las proyecciones de la glia radial. Para el dia E21, las PCs estan
perfectamente alineadas formando una monocapa con ramificaciones simples (ver figura
3) y durante las 3 primeras semanas postnatales sus ramificaciones crecen y se hacen
mas densas. Mientras que las interneuronas migran postnatalmente desde la sustancia
blanca hacia la capa molecular (Butts et al., 2014; Silbereis et al., 2009).

Prenatal Postnatal
4 8 12 16 18 20 =~ 7 14 21
| I ' 1
| Inicio
| Proliferacion de Purkinje
J Proliferacion de precursores granulares
I . Proliferacion de células gliales
| Proliferacion de interneuronas
E Migracion de Purkinje
E Migracién de precursores granulares

M Migracion de células granulares

Figura 4. Esquema cronoldgico del desarrollo del cerebelo del roedor. La flecha discontinua es una linea
de tiempo (dias) mostrando los procesos celulares que ocurren durante el desarrollo prenatal y postnatal
del cerebelo. En el primer segmento se indica el desarrollo embrionario desde el dia EO al E21 (6 PO) que
corresponde al nacimiento. Mientras que el segundo segmento a la derecha, indica el desarrollo postnatal
del dia PO al P21. Los procesos mas importantes que ocurren durante la etapa embrionaria son el
desarrollo de la capa de Purkinje y en la etapa postnatal, el desarrollo de la capa granular.

Los tres tipos de astrocitos cerebelosos; astrocitos fibrosos (AF) de la sustancia blanca,
la glia de Bergmann (BG) de la capa de Purkinje y molecular y los astrocitos velados (AV)
de la IGL, se originan de la glia radial en la VZ y de precursores gliales que residen en la
sustancia blanca, en diferentes momentos entre E13.5 — P14 (ver figura 5). De manera
especifica, la proliferacion de la BG, que se origina directamente de la glia radial, inicia
en el dia E13.5 y migra hacia la PL hasta el dia P7. Posteriormente, sus somas se alinean
con los de las PCs y sus ramificaciones crecen y se hacen mas densas hacia el dia P21.
Mientras que los astrocitos AV y AF se originan por precursores locales en la sustancia
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blanca entre E14.5 — P7. Cabe mencionar que los oligodendrocitos comparten su
precursor celular con los AF y AV (Buffo y Rossi et al., 2013; Farini et al., 2021).

Ademas, existen subpoblaciones de precursores gliales (E14.5 — P5), tanto en la VZ
como en la sustancia blanca, que pueden diferenciarse también en interneuronas de la
ML (ver figura 5), mientras que otras subpoblaciones solo se diferencian en astrocitos
(Buffo y Rossi et al., 2013). De manera interesante, existen subpoblaciones de células
GFAP™* (especifico de astrocitos) de la EGL que pueden dar lugar a GCs, durante la
primera semana postnatal (Silbereis et al., 2009; Silbereis et al., 2010). A partir de P12
los precursores gliales solo se diferencian en astrocitos.

Corteza

A
I VN
1
i
1

Figura 5. Posibles mecanismos de proliferacion glial del cerebelo. En la izquierda se propone que la glia
radial (gris) del neuroepitelio ventricular (VN) genera astrocitos (azul), interneuronas (verde) y
oligodendrocitos (rojo). En la derecha se propone que existe una célula totipotencial (PWM, gris) en la
futura sustancia blanca, que genera los tres fenotipos celulares. Las flechas punteadas rojas proponen que
los oligodendrocitos provienen de sitios extra-cerebelosos (modificada de Buffo y Rossi, 2013).

A lo largo de esta seccion se ha descrito que la astroglia tiene un papel importante
durante el desarrollo de la estructura del cerebelo, ya que guian la migracién neuronal

tanto de las PCs (por la glia radial) como de las GCs (por la BG), ademas de tener una
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potencial funcion neurogénica en la EGL y en la sustancia blanca (AF, AV). Mas adelante

se describen otras funciones de los astrocitos cerebelosos y su papel en el TEA.
2.3.3 El cerebelo en el TEA

El cerebelo es una de las regiones frecuentemente alteradas en el TEA (Amaral et al.,
2008). El cerebelo proyecta fibras eferentes hacia distintas regiones de la corteza que
incluyen areas cognitivas, afectivas y sensoriomotoras (Wang et al., 2014, ver figura 6).
La parte anterior del cerebelo ejecuta funciones de control motor (I6bulos 1-V) y la parte
posterior cumple funciones cognitivas (I6bulos VI-X), (Stoodley et al., 2012). Las areas
cerebelosas mayormente afectadas en el TEA son las regiones Crus | y Il ubicadas en el
I6bulo VII y estan implicadas en el lenguaje, procesamiento emocional, procesamiento
de estimulos faciales y vocales, imitacion y praxis (D’Mello et al., 2015; Stoodley et al.,
2012). El circuito que involucra Crus Il, sale por el nucleo dentado hacia el talamo vy el
ndcleo pontino para conectar con la corteza motora M1, corteza prefrontal dorsolateral y
la neocorteza.
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Figura 6. Circuitos cerebelosos y expresion genética involucrados en el TEA. (a) La informacion
proveniente de la corteza prefrontal pasa por el nicleo pontino hacia las células granulares, alli la

informacion es procesada por las células de Purkinje y envia informacion por el nicleo cerebeloso a la via
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talamo cortical, imagen de un cerebro de humanos (modificada de Wang et al., 2014). (b) Marcadores
genéticos del TEA (ej. Rims3, Astn2) altamente expresados en el cerebelo de roedores, principalmente en
la IGL. Se muestra la proyeccién de maxima intensidad de la suma de expresion génica en el cerebelo, el
mapa de calor muestra sobre-expresion en amarillo (1) y minima en negro (0), (modificada de Menashe et
al., 2013).

En un estudio donde se analiz6 el perfil de co-expresion de genes asociados al TEA en
el cerebro de ratones se identificaron genes sobre-expresados en la corteza cerebelosa
co-expresados con genes de TEA, especificamente en la IGL; entre ellos Rims3, un
transportador glutamatérgico; Astn2, asociado con migracién neuronal; Ptchdl, receptor
de Sonic Hedgehog; Dpp6, proteasa de serina de union a canales de potasio activados
por voltaje y Galnt13, asociado con el metabolismo de proteinas. Algunos de estos genes
estdn asociados a los tipos celulares del cerebelo, tales como Sc, Bc, PCs,
oligodendrocitos, pero principalmente a GCs (Menashe et al., 2013).

Por otra parte, la densidad de las PCs se encuentra disminuida en el cerebelo de
individuos autistas y en ratas prenatalmente expuestas a VPA (Bailey et al., 1998; Ingram
et al., 2000; Skefos et al., 2014; Whitney et al., 2008). Estudios previos reportaron una
disminucion en la expresion del ARNm de la calbindina, marcador especifico de las PCs,
en las ratas que fueron prenatalmente expuestas al VPA (Ge et al., 2004). Ademas, la
disminucién de la densidad de las PCs no es homogénea, sino que existe un efecto
mayor en el vermis cerebelar (Ingram et al., 2000).

Como se mencion6 anteriormente, la proteina relina indica el lugar donde las GCs
detendran su migracién, por lo que es fundamental para la laminacion y maduracién de
la corteza cerebelosa. Bajos niveles o la ausencia de esta proteina provocan el
incremento de la expresion de marcadores para muerte celular programada en las PCs;
y esto a su vez, desencadena la muerte de otras células como las GCs y las neuronas
olivares (Biamonte et al., 2009; Fatemi et al., 2001; Magliaro et al., 2016). Y de manera
interesante, en individuos autistas también se han detectado bajos niveles en la
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expresion de relina, sugiriendo un posible mecanismo para la pérdida de PCs en el
autismo.

Algunos estudios con imagen por resonancia magnética demostraron alteraciones
morfofuncionales en el individuo autista y en el raton BTBR (Wang et al., 2014). Uno de
estos estudios mostré que la materia gris del hemisferio derecho cerebelar,
especificamente las regiones Crus | y Il, tiene menor volumen en individuos autistas y
gue esto correlaciona con los principales sintomas del TEA (D’Mello et al., 2015; Dodero
et al., 2013).

2.4. Astroglia

Los astrocitos estan distribuidos en todo el sistema nervioso, representando hasta el 50%
del total de células. En general tienen morfologia estrellada, alrededor del soma emanan
procesos primarios de hasta 100 um de largo (Verkhratsky & Nedergaard, 2018), se
ramifican para formar elaboradas arborizaciones que se extienden para hacer contacto
con otros astrocitos, con sinapsis 0 con vasos sanguineos. Existen subtipos de astrocitos

morfolégicamente distintos, dependiendo de la region a la que pertenecen.

La mayoria de los astrocitos contienen la proteina GFAP en los filamentos intermedios
de su citoesqueleto (hasta un 80% en el hipocampo y el cerebelo), por lo que
frecuentemente se usa como marcador especifico, pero también expresan
selectivamente vimentina, S100b, transportadores de glutamato 1 (GLAST) y 2 (GLT-1),
glutamina sintetasa, aldehido-deshidrogenasa (ALDH1L1), conexina 43y 30, aquaporina
4 (AQP4) y al factor transcripcional SOX9 (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). La
presencia de determinadas isoformas de GFAP y otros marcadores gliales, controla su
morfologia, el arreglo de sus ramificaciones y su adhesion local (Moeton et al., 2016).

Las isoformas de GFAP se encargan de la elongacion o retraccion de las ramificaciones
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en el cerebro sano o en respuesta a distintos tipos de dafio neuronal (Yang & Wang,
2015).

Como se menciond anteriormente, en el cerebelo se encuentran 3 subtipos de astroglia:
astrocitos fibrosos, velados y glia de Bergmann; que pueden identificarse por la presencia
de GFAP. Los astrocitos fibrosos residen en la sustancia blanca, del pequefio soma
emanan de 3-5 procesos principales que pueden medir hasta 100 um de largo, son

paralelos a los axones neuronales y poco ramificados.

Los astrocitos velados de la IGL del cerebelo son un subtipo de astrocitos
protoplasmaticos caracteristicos de la sustancia gris, su soma llega a medir ~10 um y
proyecta de 5-10 procesos principales de ~50 um de largo. Los procesos de los astrocitos
velados se ramifican varias veces hasta tener una morfologia espongiforme, llegan a
cubrir grandes territorios y solo las puntas de los procesos mas finos pueden hacer
contacto con astrocitos adyacentes, a lo que se le conoce como dominios no traslapados.
De manera particular, los astrocitos velados tienen procesos principales que envuelven
grupos de GCs y sus dendritas en el glomérulo, en forma de “velo” (Chan-Palay y Palay,
1972). Debido a este arreglo, se especula que los procesos aislan estas sinapsis y

separan grupos de fibras musgosas con diferente informacion (Hoogland y Kuhn, 2010).

Finalmente, la glia de Bergmann es un tipo de astrocito radial, su soma esté alineado con
los somas de las PCs y proyectan de 3-6 procesos que se extienden hacia la pia madre,
atravesando la ML. Sus procesos se ramifican y se traslapan con las dendritas de las
PCs y otras interneuronas, cubriendo de 6,000 — 8,000 sinapsis. Cada PC esta rodeada
por ~8 BG en forma de rosetas (Hoogland & Kuhn, 2010; Verkhratsky & Nedergaard,
2018).
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Los astrocitos estan interconectados mediante uniones comunicantes, hemicanales
proteicos que permiten la conexion entre sus citoplasmas. En los astrocitos cerebelosos
las uniones estan constituidas especificamente por las conexinas 43 y 32. Cada par de
células se conecta por uniones comunicantes ensambladas por 200 hemicanales
aproximadamente. A este tipo de ensamble celular se le conoce como red funcional
astrocitica, en la que pueden estar interconectados ~100 astrocitos dependiendo la
region. Las uniones comunicantes se pueden activar eléctrica 0 metabolicamente,
permitiendo el paso de iones, metabolitos (ej. ATP) y segundos mensajeros (ej. IP3), entre
otras moléculas pequefias (<1000 Da), permitiendo la comunicacién intercelular (Totland
et al., 2020).

Las conexinas 43 son las mas abundantes en los astrocitos, especialmente en las BG;
mientras que, las conexinas 32 son mas abundantes en astrocitos velados del cerebelo
(De Vuyst et al., 2006; Tanaka, 2008). A diferencia de las conexinas 43, las conexinas
32 tienen sitios de unién a Ca?*, que permiten su apertura a través de cambios en la
[Ca?*] extracelular (De Vuyst et al., 2006).

El tamafio y forma de las redes astrociticas se pueden estudiar gracias a la propiedad de
difusion de las uniones comunicantes. En diversos trabajos se han inyectado moléculas
fluorescentes como el amarillo de lucifer en la BG (Tanaka et al., 2008) y biocitina en
astrocitos protoplasmicos de la neocorteza cerebral y del hipocampo; y en astrocitos
fibrosos del cuerpo calloso (Haas et al., 2005, Schipke et al., 2008). Los resultados
muestran que, en la sustancia blanca, la biocitina permanece en el astrocito fibroso que
se inyecta, indicando que los astrocitos no estan acoplados. Por otra parte, el amarillo de
Lucifer se difunde entre 7-8 BGs; mientras que en la neocorteza, la red astrocitica incluye

hasta 180 células dentro de un radio de 600 um (Haas et al., 2005).

De manera general, los astrocitos regulan el flujo sanguineo, el metabolismo oxidativo de

la glucosa, la homeostasis del agua, amortiguacién de K*, defensa inmunoldgica,
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produccién de factores de crecimiento, neurogénesis, sinaptogénesis y sintesis,
liberacion y remocién de neurotransmisores en la sinapsis (Verkhratsky & Nedergaard,
2018), constituyendo la sinapsis tripartita. Se ha demostrado que, en esta configuracion
sindptica, los astrocitos participan activamente gracias a su dinamica de Ca?*
(Nedergaard et al., 2010; Zorec et al., 2012).

Los astrocitos poseen un gran repertorio de proteinas de membrana para ejercer estas
funciones; tales como, receptores acoplados a proteinas G (de glutamato, acetilcolina,
ATP, serotonina, dopamina, histamina, cannabinoide, muscarinicos, adrenérgicos, etc.),
canal i6nicos activados por ligando (de glutamato, ATP, GABA, glicina, nicotina,
acetilcolina), transportadores para transmisores (de ATP, glutamato, glicina, GABA),
bombas y trasportadores de Na* y Ca?*, canales activados por voltaje (permeables a K*,
Na*, Ca?*, CI), acuaporinas, canales termosensibles (TRP) y canales intracelulares
especializados para regular la [Ca?'] intracelular (receptores de rianodina tipo 3,
receptores a IP3 tipo 2, bomba SERCA de Ca?') desde la membrana del reticulo

endoplasmico, principal reservorio de Ca?* (Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

Los astrocitos se caracterizan por tener un potencial de membrana hiperpolarizado, su
membrana plasmatica tiene una baja resistencia y no producen potenciales de accion;
por lo que, la excitabilidad de los astrocitos se basa en cambios de la [Ca?*] intracelular,
conocida como sefializacién de Ca?*. Esta forma de activacion esta codificada espacial
y temporalmente; y puede ocurrir de manera espontanea o tras la estimulacion eléctrica,
mecénica o0 quimica de la membrana plasmatica, activandose una cascada de
sefializacién que incrementa la [Ca?*] en el citoplasma. Este proceso involucra algunos
de los mecanismos extracelulares (receptores acoplados a proteinas G, receptores
canal, canales activados por Ca?*, bombas de Ca?" y Na'/Ca?!) e intracelulares
(receptores de rianodina, receptores de IP3, bomba SERCA, proteinas citoplasmaticas
de unién a Ca?*), mencionados anteriormente. Un incremento en la [Ca?*] intracelular
puede ocurrir de manera transitoria en diferentes regiones de la célula (soma o

ramificaciones) y propagarse hacia otras regiones de la célula, a estos eventos se les
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llama transitorios de Ca?*. Asimismo, estos transitorios pueden propagarse hacia otras
células formandose ondas de calcio (Fuijii et al., 2017; Verkhratsky et al., 2012).

La sefializacién de Ca?* se puede estudiar en diferentes preparaciones in vitro e in vivo
registrando los transitorios de Ca?* en tiempo real, mediante indicadores de Ca?*
sintéticos (verde fluorescente) como el Fluo4-AM, Fluo5F-AM y oregon green BAPTA-1-
AM que se internalizan principalmente en astrocitos gracias a su alta permeabilidad de
membrana (Ilkegaya et al., 2005; Reeves et al., 2011). Sin embargo, para distinguir a los
astrocitos de las neuronas, es necesario el uso de otros marcadores especificos de
astrocitos (rojo fluorescente) como las sulforodaminas SR-101 o SR-B (Appaix et al.,
2012; Nimmerjahn et al., 2004). También se pueden usar marcadores genéticos (G-
CaMP2) que se activan bajo el promotor de GFAP o GLAST, la sefial puede durar dias;
sin embargo, tienen la desventaja de tener baja afinidad por el Ca?* (Hoogland & Kuhn,
2010).

Los transitorios de Ca?* en los procesos tienen una cinética distinta a los transitorios de
los somas, ya que en los procesos tienen mayor frecuencia y ocurren tanto de la entrada
de Ca?* extracelular mediada por TRPA1, mGluR2, mGIuR3, bomba Na*, Na*/Ca?* como
de la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico mediada por IP3-R2. Mientras que en
el soma dependen solo de la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico. Este tipo de
eventos también pueden ocurrir espontaneamente en microdominios intracelulares; es
decir, en sitios especificos de los procesos o del soma y también pueden propagarse
hacia otro sitio intracelular en forma de onda. El transitorio de Ca?* provoca la liberacion
vesicular de transmisores como el ATP, GABA y glutamato, produce la expresion de
transportadores transmembranales, modifica la [Na*] y [K*] aumentando la probabilidad
de que ocurran potenciales de accion en las neuronas adyacentes y la consiguiente
liberacion de neurotransmisores. La liberacion de ATP, tras la activacion de receptores
P2X o P2Y, provoca la propagacion de una onda de calcio a lo largo de la célula
(Bazargani & Attwell, 2016).
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La cinética de las ondas de calcio depende de la region cerebral, se requiere un tipo de
estimulacion especifico para su activacion, puede ser eléctrico, mecanico o quimico. A
diferencia de los transitorios, la duracion es mayor e involucra decenas o cientos de
astrocitos interconectados por uniones comunicantes, pero las ondas estan
espacialmente delimitadas (Schipke et al., 2008, Hoogland et al., 2009). Se han reportado
dos vias de propagacion de la onda de calcio tras la activacion de un astrocito: 1) el
aumento de la [IP3] intracelular en el astrocito activado produce la liberacion de Ca?*
intracelular desde el reticulo endoplasmico; y a su vez, el IP3 se difunde a los astrocitos
vecinos por uniones comunicantes, incrementando la [Ca?*] intracelular en esas células
adyacentes; 2) el aumento de la [Ca?*] intracelular del astrocito activado provoca la
liberacion vesicular de ATP al espacio extracelular, activando los receptores purinérgicos
de las células vecinas; estos a su vez incrementan su [Ca?'], [IP3] y liberan mas ATP,
activando mas células, incluyendo la activaciéon de receptores neuronales cercanos
(Haas et al., 2006).

En la onda de calcio, los astrocitos se activan con un retraso de 1 — 2 s después de un
estimulo eléctrico, alcanza el 50% de su amplitud méaxima entre 2 — 7 s (Schipke et al.,
2008). Generalmente, la onda de calcio en la sustancia gris (neocorteza e hipocampo)
se propaga hacia cientos de astrocitos de manera circular a partir de la zona del estimulo,
dentro de un area de 400 — 600 um y a una velocidad de 10 — 20 um/s (en roedores de
P10-P14). Esta forma de propagacion es congruente con la forma y tamafio de los
ensambles astrociticos de uniones comunicantes reportados en la neocorteza, sugiriendo
gue la onda de calcio se propaga mediante las uniones comunicantes (Haas et al., 2006,
Peters y Kettenmann, 2003, Schipke et al.,, 2008). Ademas, los astrocitos que se
encuentran a mas de 100 um de la zona de estimulo dejan de presentar ondas de calcio
en presencia de bloqueadores de conexinas, indicando que las uniones comunicantes
son cruciales para la propagacion de la onda de calcio de larga distancia (Haas et al.,
2006).
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De manera interesante, en la corteza cerebelosa se observa un patrén eliptico inusual.
Un estudio reportd transitorios de Ca?* espontaneos gue inician en un punto subcelular
de las BG (soma o procesos), este se propaga radialmente y luego hacia otros procesos,
en direccion a la pia madre. Esta propagacion ocurre en un area de ~40 um en forma
elipsoidal, tanto en un eje paralelo a las fibras paralelas (involucrando ~3 BG), como en
un eje paralelo al eje pia-GL (involucrando ~18 BG). Mientras que los registrados en
astrocitos velados alcanzan el 50% de la maxima extension (~50 um) en 2-3 s, con una
duracion de ~10 s y también son elipsoidales. Esta actividad espontdnea se bloquedé con
antagonistas de receptores purinérgicos hasta un 12% de la amplitud, indicando que
dependen de la sefalizacion de ATP (Hoogland et al., 2009). EI mismo grupo reporté que
las ondas de calcio activadas localmente por ATP en la pia, en la ML y en la PL, producen
una onda de calcio elipsoidal en las mismas direcciones y son bloqueadas por
antagonistas de receptores purinérgicos hasta un 53% de la amplitud, indicando también

la participacion del sistema purinérgico en la produccion de la onda de calcio.

Existen pocos estudios que analicen la funcion de la sefializacion de calcio en la corteza
cerebelosa. Sin embargo, se sabe que la BG expresa receptores a GABA tipo A,
transportadores GLAST y receptores AMPA, que se activan por elevaciones de glutamato
en el espacio sinaptico debido a la estimulacion de fibras musgosas o trepadoras,
provocando plasticidad de corta duracién. Los receptores AMPA regulan el crecimiento
de las ramificaciones radiales de la BG en contacto con las sinapsis de las PCs y también
asegura el correcto ensamble entre PCs y fibras trepadoras. La liberacion de glutamato
en el espacio sinaptico y la activacion de receptores metabotrdpicos activa la
sefializacion de Ca?* en la BG. Se ha demostrado que la sefializacién de Ca?* regula el
flujo sanguineo, la excitabilidad neuronal y la neuroproteccién. Existen 3 tipos de
sefalizacion de Ca?* en la BG que involucran interaccion sinaptica, altamente
compartamentalizada (pocas), ondas radiales (decenas) y activacion simultanea a gran
escala (cientos). Por otra parte, se sabe muy poco sobre la funcién de los astrocitos
velados, se especula que su participacion en la sinapsis tripartita de los glomérulos

incluye la remocion de glutamato, liberacion de transmisores y dinamica estructural
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(revisado en Hoogland y Kuhn, 2010). Asimismo, se determin6 que la disminucion de los
transitorios de Ca?* en el cerebelo es necesario para completar la migracion de GCs

(Kumada y Komurom 2004).

2.4.1 Los astrocitos cerebelosos en el TEA

Los estudios post mortem sobre la expresion de marcadores gliales en el TEA
demostraron una expresion elevada, tanto del ARNm como de la proteina acido
gliofibrilar (GFAP) en el cerebelo adulto (Bailey et al., 1998; Edmonson et al., 2014;
Laurence & Fatemi, 2005; Pacey et al., 2015; Vargas et al., 2005); también se han
reportado niveles elevados de citocinas proinflamatorias liberadas por astrocitos en el
cerebelo y en otras preparaciones como el liquido cefalorraquideo y el plasma sanguineo
de nifios autistas que demuestran un proceso inflamatorio (Vargas et al., 2005). El
aumento en la expresion de la GFAP se asocia al aumento del nimero o tamafio de los
astrocitos ya sea del soma o de sus ramificaciones, mismo que se ha observado en
pacientes con TEA y en modelos animales (Bronzouli et al., 2018; Vargas et al., 2005).

La evidencia experimental sobre la relevancia de los astrocitos cerebelosos en la
etiologia del TEA es limitada en las etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo, en
otras regiones del cerebro de roedores se ha demostrado que las alteraciones en la
proliferacion de astrocitos, en la sintesis de transportadores y receptores en los astrocitos
producen conductas similares a las del TEA. Tal es el caso de la deficiencia del
transportador de glutamato GLT-1y del receptor IPsR2 en la corteza prefrontal, los cuales
provocan conductas repetitivas y problemas de interaccion social. Asimismo, en el raton
transgénico deficiente de IPsR2 se observé una disminucion en la liberacion y un
incremento en degradacion de ATP en la corteza prefrontal de roedores, probablemente
mediante receptores P2X2 o de la transmision sinaptica GABAérgica en la corteza
prefrontal, que produce conductas similares a las del TEA (Wang et al., 2021). Las
alteraciones cerebrales asociadas a los astrocitos en los periodos cruciales de la neuro

y gliogénesis puede tener consecuencias graves en su propio desarrollo.
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3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El TEA es un trastorno del neurodesarrollo en el que se presentan deficiencias en la
conducta social y habilidades sensoriomotoras que estan asociadas a cambios
estructurales y funcionales del cerebelo; tales como una disminucion de la densidad de
células de Purkinje y sus arborizaciones dendriticas, deficiencias en la transmision
sinaptica de las células de Purkinje y la migracién prematura y apoptosis aumentada de
los precursores de células granulares. Durante la etapa postnatal, la astroglia permite la
migracién de estos precursores neuronales (células de Purkinje y células granulares),
participa en la sinaptogénesis y en el mantenimiento de las sinapsis mediante su
sefalizacion de calcio. Sin embargo, se desconoce si la sefializacion de calcio en redes
glio-neuronales del cerebelo se encuentra modificada, basados en el aumento de los
niveles de la proteina GFAP reportados en esta regién. La actividad de calcio en la red
glio-neuronal podria representar un marcador biologico para las deficiencias en la

transmision neuronal en el TEA.

4. HIPOTESIS

En la capa granular interna del cerebelo de ratones prenatalmente expuestos a &cido
valproico, el aumento de la densidad y complejidad morfol6gica de los astrocitos origina
ondas de calcio de mayor extension debido a un mayor reclutamiento celular y una mayor

amplitud de los transitorios de Ca?* individuales.
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Investigar si la densidad y complejidad morfolégica de los astrocitos, la extension
funcional de la onda de calcio evocada, el nimero de células reclutadas y la amplitud
promedio de los transitorios de calcio, aumentan en los ensambles glio-neuronales de la

capa granular interna del cerebelo en las crias prenatalmente expuestas a VPA.

5.2 PARTICULARES

e Determinar si las crias expuestas prenatalmente a VPA presentan deficiencias
sensoriomotoras y una menor densidad de células de Purkinje.

e Investigar el efecto de la exposicion prenatal a VPA sobre la expresion de GFAP,
la densidad y la morfologia de los astrocitos en la capa granular del cerebelo en
P8.

e Estudiar la extension funcional de las ondas de calcio tras la activacion eléctrica
de la capa granular interna del cerebelo de ratones tratados prenatalmente con
VPA.

e Estimar el numero y la fraccion de las células reclutadas que corresponde a la
astroglia en la onda de calcio evocada.

e Estimar la amplitud promedio de los transitorios de Ca?* en las células reclutadas.
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6. METODOLOGIA
6.1 Cuidado y mantenimiento de animales

Los animales se manipularon de acuerdo con la Guia de Salud del Instituto Nacional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y del Comité Institucional sobre el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio del INB, UNAM,; el proyecto se registré con el nimero
86.A y se cumple con la NOM-062-Z00-1999. Todos los animales se mantuvieron a
temperatura controlada, con un ciclo de 12 h de luz/oscuridad y con agua y comida ad
libitum. Los ratones hembra de ambas cepas, CD-1 y transgénicas GFAP-eGFP (la
proteina verde fluorescente se expresa bajo el promotor de GFAP; Nolte et al., 2001), se
mantuvieron separadas individualmente a partir del dia embrionario 0 (EQ), el cual fue
confirmado mediante la presencia del tap6n vaginal y el aumento de peso.

6.2 Modelo del Trastorno del espectro autista en el ratén

El VPA (Sigma-Aldrich) se diluy6 en solucion salina esterilizada al 0.9% (vehiculo) a una
concentracion de 100 mg/mL. Las ratonas prefiadas se inyectaron intraperitonealmente
con una solucion salina (0.9%; grupo control = CTL) o de VPA (grupo VPA: 500 mg/kg
para la cepa CD1 y 300 mg/kg para la cepa GFAP-eGFP) en una dosis Unica

suministrada en el dia E12.5.

El dia de nacimiento de las crias se consider6 como dia postnatal 0 (P0) y se registro el
numero de crias por camada de cada grupo experimental (CTL y VPA). Las crias se
destetaron en el dia postnatal 21 (P21). Adicionalmente se registro el peso corporal y del
cerebro en tres etapas del desarrollo postnatal (P1, P8 y P18). En el desarrollo de este
estudio solo se utilizaron las crias macho, ya que el TEA tiene una prevalencia masculina

(4:1), ademas las alteraciones en la conducta social son mas notables en los machos
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prenatalmente expuestos a VPA en comparacion con las hembras (Kim et al., 2013;

Melancia et al., 2018; Perez-Pouchoulen et al., 2016).
6.3 Pruebas conductuales
6.3.1 Evaluacion sensoriomotora en la identificacion del nido

La prueba de reconocimiento del nido evalla el desempefio sensoriomotor (Gregory y
Pfaff, 1971; Mony et al., 2016; Favre et al., 2013; Kazlauskas et al., 2016; Al Sagheer et
al., 2018; Schneider y Przewlocki, 2005). La cama de aserrin con el nido se mantuvo sin

cambio desde el dia del nacimiento hasta el dia de la prueba (P8).

Para esta prueba se utilizaron 10 y 13 camadas para los grupos CTL (nct. = 35) y VPA
(nvea = 47), respectivamente. En una caja de 18x32 cm con una vista horizontal, se coloco
en un extremo aserrin del nido sobre un area de 5x20 cm?y en el otro extremo se colocé
una cantidad igual de aserrin limpio quedando una distancia de 20 cm entre ambas
camas. La cria se colocé justo en medio quedando a 10 cm de distancia hacia cada cama
de aserrin (ver figura 7). Se midi6 el tiempo que tardan las crias en llegar al aserrin del
nido (latencia), considerando que las patas delanteras y/o la cabeza cruzaran el limite
del aserrin. La caja se limpio con alcohol, agua destilada y fue secada antes de repetir la

prueba con otro individuo (Favre et al., 2013).

Nido PN Nuevo

Sre




I csis doctoral Soria Ortiz Maria Berenice

Figura 7. Reconocimiento del nido. La imagen muestra la prueba de sensoriomotora del reconocimiento
del nido, en donde se colocan aserrin del nido y aserrin limpio a 10 cm del sujeto que se esta analizando,
todo dentro de una caja de acrilico cominmente utilizada para mantener ratas.

6.3.2 Reflejo de enderezamiento

Para evaluar habilidades motoras por medio de la prueba de enderezamiento, se
utilizaron 4y 3 camadas CTL (nct. = 16) y VPA (nvea = 12), respectivamente. Esta prueba
se realizé de P5 a P10. Cada ratdn se colocé suavemente en posicion supina (boca
arriba) sobre una mesa lisa, extendiendo y sujetando sus cuatro patas para mantener
una postura estable (la parte dorsal en completo contacto con la superficie),
inmediatamente después se registro el tiempo (latencia) que tarda en enderezarse y
ponerse en cuatro patas (Didonato y Bodganik, 2011). El procedimiento se repitié tres

veces para cada individuo, con intervalos de 5 min (ver figura 8).

Supina Dorsal

v

Figura 8. Reflejo de enderezamiento. Imagen que muestra la prueba de reflejo de enderezamiento en
donde se coloca al sujeto de prueba en posicién supina y se mide la latencia para ponerse en posicion
dorsal.

6.3.3 Interaccién Social

La prueba de interaccion social se realizé en un ambiente nuevo e involucra al raton de
prueba (P18-P21), un raton de la misma camada (familiar) y otro de una camada distinta
(extrafio). En esta prueba se utilizaron 5 camadas para cada grupo experimental CTL

(nctL = 15) y VPA (nvea = 18), algunos de los ratones que obtuvieron latencias mayores
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a 100 s en la prueba de identificacion del nido, fueron utilizados para esta prueba. Con
esta prueba se determina si el sujeto tiene dificultades en la interaccion social al presentar

una mayor latencia en la aproximacion social con un sujeto extrafio.

Se utilizé una caja rectangular de acrilico dividido en tres compartimientos comunicados,
el raton de prueba se colocé en el compartimiento central por un periodo de habituacién
de 10 min, seguido de 1 min de exploracion libre en los compartimientos laterales.
Inmediatamente después de este tiempo, el raton se regreso a la parte central y en cada
compartimiento lateral se colocaron los ratones familiar y extrafio, cada uno dentro de
una jaula de acrilico de 5x5x15 cm? (ver figura 9). En el periodo experimental, se tom¢ el
tiempo que el ratdn de prueba tard6 en aproximarse al sujeto extrafio. El tempo maximo

de la prueba fue de 8 min, considerandose en el andlisis estadistico.

Extrano Familiar

*II

Figura 9. Aproximacion social. Imagen que muestra la prueba de aproximacién social en donde se utilizé

una caja de 3 cAmaras para evaluar la latencia de aproximacion a un sujeto extrafio versus uno familiar.

6.4 Western blot

Para evaluar el nivel de las proteinas calbindina y GFAP, los cerebelos completos de las
crias macho P8 de los grupos CTL y VPA, se extrajeron rapidamente en nitrégeno liquido.
Los cerebelos fueron homogenizados (4 cerebelos cada uno, n = 16 de 4 camadas) en
300 pL del buffer de lisis (150 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCl a un pH = 7.5, 5 mM de
EDTA, 0.1% v/v NP-40, 1 DTT, 0.2 mM de Ortovanadato de sodio y 0.23 mM de PMSF)
adicionando 10 pL/mL de un concentrado de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich,

USA). El homogenado se centrifug6 a 12,000 xg por 15 min a 4° C. Los sobrenadantes
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se separaron en alicuotas y se mantuvieron a -80° C. La concentracion de proteina para
cada muestra se determindé por el método de Bradford, se cuantificé midiendo la
absorbancia a 595 nm usando un espectrofotémetro Varioskan™ Flash Multimode

Reader.

Un volumen equivalente a 15 ug de proteina por cada muestra se mezclé con el buffer
de carga (100% de glicerol, 125 mM Tris-HCI a un pH = 6.8, 4% SDS, 0.006% azul de
bromofenol y 2% de mercaptoetanol), se calent6é por 5 min y se corrié en un gel de 10%
de poliacrilamida con dodecilsulfato de Sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) a 60-
80 V por 3 h. El gel con las proteinas separadas se transfirid electroforéticamente a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés) usando un
mini-trans blot de transferencia electroforética (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a 100 V por 1
h. Las membranas fueron blogueadas con un buffer Tris-salino (TBS: 10 mM de Tris-
Base de pH = 7.5, 150 mM de NaCl; adicionando 5% de leche seca sin grasas y 0.1% de
tween 20) durante 3 h a 4° C.

Las soluciones de bloqueo se descartaron y las membranas se incubaron con el
anticuerpo policlonal anti-Calbindina generado en cabra (Calbindina-D28K (C-20),
Santacruz) 1:2000, con el anticuerpo policlonal anti-GFAP generado en conejo 1:2000
(DakoCytomation) y con el anticuerpo policlonal anti-Actina 1:2000 (Sigma Aldrich), el
cual fue utilizado como control interno para cada muestra. Las membranas se lavaron 3
veces con TBS por 5 min cada uno. Posteriormente, se incubaron 3 h con los anticuerpos
secundarios anti-conejo generado en cabra (Santacruz) y anti-cabra generado en conejo
(Santacruz), ambos a una dilucién de 1:3000, adicionando fosfatasa alcalina conjugada
con los anticuerpos secundarios para cada membrana (ver tabla 2). Después de los
lavados, la actividad de la fosfatasa alcalina se detectd con fosfato 5-bromo-4-cloro-3-
indolil disddico/cloruro de nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT, por sus siglas en inglés). El
nivel de expresion se calculd en unidades arbitrarias utilizando actina como control
(Varman et al., 2018).
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6.5 Histologia

Con el objetivo de medir la densidad de PCs y astrocitos mediante inmunofluorescencia
se montaron cortes histologicos del cerebelo. Las crias macho P8 de ambos grupos
experimentales fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital y
fijados con paraformaldehido (PFA, por sus siglas en inglés) al 4% en solucién
amortiguadora de fosfatos al 0.1 M (PBS, por sus siglas en inglés). Los cerebros se
crioprotegieron en sacarosa al 30%. Se obtuvieron cortes horizontales del cerebelo de
40 um de grosor con un criostato (Leica CM1850), las secciones se recolectaron en una
solucién anticongelante (30% etilenglicol — 30% sacarosa en PBS) y se almacenaron a -

20° C hasta su procesamiento (Reyes-Haro et al., 2015).
6.6 Inmunofluorescencia

En este estudio se siguid la técnica de inmunofluorescencia por flotacion para analizar la
densidad celular. Se utilizaron 3 camadas de los ratones de la cepa CD-1 de ambos
grupos experimentales (nct. = 6, nvea = 6). De cada animal, se seleccionaron 3 tejidos
gue contenian las regiones cerebelares de interés (Crus I/ll) y se lavaron 3 veces con
PBS (mM: 138 NaCl, 3 KCI, 8.1 Na2HPO4, 1.5 KH2PO4, pH 7.4) durante 10 min cada uno.
Posteriormente se incubaron durante 1 h en solucién bloqueadora (suero de albumina de
burro a una dilucion de 1:50 y Tween-20 al 0.2% en PBS) a temperatura ambiente. Los
cortes se incubaron durante 24 h en agitacién continua (50 rpm) con los anticuerpos

primarios.

De manera independiente, se usé anti-GFAP monoclonal (DAKO) generado en conejo a
una dilucion de 1:1000, anti-calbindina D-28K policlonal (Santacruz, Dallas, TX, EU)
generado en cabra a una dilucion de 1:800. Para cada anticuerpo primario se utilizaron
los correspondientes anticuerpos secundarios, Alexa 488 anti-conejo o Alexa 594 anti-
cabra (Invitrogen, Carlsbad, CA, EU), cada uno a una dilucion de 1:1000 durante 2 h a

temperatura ambiente. Los tejidos se lavaron 3 veces de 10 min cada una con PBS.
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Finalmente, para marcar los nucleos, se incubaron 30 min con 4’ 6-diamino-2-fenil-indol

(DAPI, por sus siglas en inglés; de Molecular Probes) a una dilucién de 1:15000. Los

cortes se montaron sobre portaobjetos previamente gelatinizados y para proteger la

fluorescencia se uso Vectashield H-1000 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EU).

Para los ratones transgénicos GFAP-eGFP (nct. = 3, nvea = 4; 3 camadas para cada

grupo) se siguié la misma técnica histologica, se seleccionaron por triplicado los tejidos

gue contenian las regiones Crus | y Il, posteriormente se lavaron 3 veces de 10 min cada

unay se incubaron con DAPI usando la dilucién antes mencionada, cuando no se utilizé

anticuerpo primario para los ratones transgénicos eGFP-GFAP (ver tabla 2).

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia y western blot.

Anticuerpos Dilucion NUm. Cat. Marca
Anti-Calbindina D28K policlonal 1:2000 WB C2715 Santacruz
purificado de cabra 1:800 IF
Anti-GFAP policlonal purificado de 1:2000 WB N1506 DakoCytomation
conejo 1:1000 IF
Anti-Actina policlonal purificado de 1:2000 WB A2066 Sigma Aldrich
conejo 1:1000 IF
Anti-Relina monoclonal purificado 1:800 IF MAB5364 Milipore
de ratén
Anti-lgG de conejo hecho en cabra 1:3000 WB SC2057 Santacruz
conjugado con fosfatasa alcalina
Anti-lgG de cabra hecho en conejo 1:3000 WB SC2771 Santacruz
conjugado con fosfatasa alcalina
Alexa Fluor 488 anti-IgG de conejo 1:1000 A-21206 Invitrogen
Alexa Fluor 594 anti-IlgG de raton 1:1000 A-21203 Invitrogen
Alexa Fluor 594 anti-IgG de cabra 1:1000 A-11058 Invitrogen
4’ 6’-diamino-2-fenil-indol (DAPI) 1:15000 D1306 Molecular Probes

Western blot (WB), Inmunofluorescencia (IF).

6.7 Conteo celular

Para determinar la densidad de PCs y astrocitos en los cortes histologicos, se utilizd un

método automatizado previamente reportado (Varman et al.,, 2018). Brevemente, se
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adquirieron tres imagenes por corte de la capa granular de las regiones Crus |, Crus Il y
el vermis del I6bulo VII (nctL = 3, nvea = 4, en muestras triplicadas) con un microscopio
de epifluorescencia Axio Imager Z1 acoplado a una camara digital AxioCam y un
microscopio confocal Zeiss LSM 780 (Zeiss, Germany) y objetivos de 40x. Las imagenes
se editaron con el programa Zen2012 Blue Edition y se procesaron con ImageJ. Los
campos visuales tenian una dimension de 50 x 200 um sobre la IGL, que fue identificada
por encontrarse delimitada por sustancia blanca y somas de la PL. Los somas celulares
se contaron automaticamente con el programa CellProfiler 2.1.1, discriminando el
tamanfo, la forma y separacion de las células. Los datos se presentan como el niumero
de células inmunorreactivas para calbindina o células GFP*, en un area total de 50 x 200

pm.

6.8 Analisis morfolégico tridimensional de astrocitos

El analisis morfologico de los astrocitos se realizé siguiendo un protocolo automatizado
previamente reportado (ver apéndice V), en cortes histoldgicos horizontales de 40 um
(Reyes-Ortega et al., 2020). Brevemente, se utilizé un microscopio confocal LSM 780 de
Zeiss (Zeiss, Germany) y una amplificaciéon de 63x, para adquirir 3 imagenes con
proyeccién en Z de astrocitos de la IGL de las regiones Crus | y Il en muestras triplicadas
por regién y por grupo experimental (n = 4). Con el programa image J, las imagenes se
cortaron digitalmente para obtener cubos con la sefial de un solo astrocito en los 3 ejes
dimensionales. Asi, estas imagenes se analizaron con la secuencia de comandos
3DMorph basado en MATLAB (York et al., 2018). Las células individuales (CélulasctL=
426 and Célulasvea = 445) se procesaron en una configuracion de esqueleto 3D,
manteniendo todas las ramificaciones. Se estimo el volumen celular, el nimero de
puntos de ramificacién y longitud de las ramificaciones para cada célula. En las
graficas, el tamafio de la muestra (n) representa el promedio del nimero de células

por animal (ver apéndice V).
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6.9 Preparacion de rebanadas

Con el objetivo de caracterizar la onda de calcio en la IGL se obtuvieron rebanadas in
vivo. Los cerebros de ratones macho de la cepa CD-1 de P7-P9 de ambos grupos
experimentales se obtuvieron por decapitacion. Las rebanadas se obtuvieron siguiendo
un protocolo previamente reportado (Reyes-Haro et al., 2013). Brevemente, los cerebelos
se cortaron con un vibratomo (VT1000s, Leica) en rebanadas coronales de 250 um de
grosor en liquido cefalorraquideo artificial (aCSF, por sus siglas en inglés); su
composicion en mM: 134 NacCl, 2.5 KClI, 2 CaClz, 1.3 MgClz, 26 NaHCOs3, 1.25 K2HPOa4,
10 glucosa, pH = 7.4. Por cada cerebelo se obtuvieron de dos a tres rebanadas que
incluian las regiones Crus | y Crus Il, estas fueron mantenidas en aCSF oxigenado, a
temperatura ambiente, por al menos 30 min para permitir la recuperacién de dafio
mecanico. Posteriormente se incubaron con 10 uM del indicador de Ca?* Fluo4-AM (AAT
Bioquest) por 30-45 min a 37° C, seguido de 30-40 min en aCSF oxigenado a temperatura

ambiente.

Se colocé una rebanada en una cémara de perfusion en un microscopio vertical
(BX51WI, Olympus) y se inmovilizd con un anillo de platino con hilos de nylon
transversales con el fin de evitar cualquier movimiento durante el registro. Las rebanadas
se perfundieron con aCSF oxigenado (2 mL/min) a temperatura ambiente (20 — 22° C).
Los fluor6foros Fluo4-AM y sulforodamina B (SRB), se excitaron con un médulo LED para
microscopio de luz (X-Cite X-LED1 lumen Dynamics) BDX (450-495 nm) y GY X (540-600
nm), respectivamente. Los registros de Ca?* se adquirieron con un objetivo de 20x/0.35
(X LUMPIlan FLN, Japan), una cdmara con sistema de enfriamiento rapido SensiCam-
sCMOS, pco.edge 4.2 y el programa Micro Manager 1.4.

6.10 Ondas de calcio evocadas
La evocacion de las ondas de calcio por despolarizacion se realizo siguiendo un protocolo

previamente reportado (Labrada-Moncada et al.,, 2020). Brevemente, se utilizaron

micropipetas de borosilicato con un diametro de apertura de ~20 um (1 — 2 MQ) que se
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obtuvo con un estirador de pipetas (P97, Sutter Instruments Company, Novato, CA). La
micropipeta de estimulacion se cargé con aCSF y la punta se coloc6 suavemente sobre
la superficie de la IGL en la rebanada cerebelosa. La onda de calcio se evoco aplicando
20 pulsos de 200 pA por dos segundos (10 Hz). Los pulsos se generaron con un
amplificador para patch-clamp (HEKA Elektronik) y un estimulador de corriente constante
(DAGE-MTI). La amplitud de corriente se seleccioné con base en una curva de
calibracion (cinco amplitudes de corriente de 200 a 600 YA con incrementos de 100 pA)
en la que se estimo la extension maxima de la onda de calcio (ver tabla 3). La onda de
Ca?* se reprodujo varias veces dentro de la misma regién, con un tiempo de recuperacion

entre estimulaciones de 5 min.

Tabla 3. Estandarizacion de la amplitud de corriente.

200 370 + 58 5

300 271+ 24 7 0.12
400 240+ 24 5 0.17
500 283 + 60 3 0.23
600 150 + 76 3 0.02*

Los datos se presentan como el promedio + error estandar de la muestra. El tamafio de la muestra
fue nct.= 23 en total. El andlisis estadistico aplicado fue Shapiro-Wilk y ANOVA de una via seguido
de una comparacion multiple de Holm-Sidak con respecto a la amplitud de 200 mV. *p < 0.05.

Para identificar las células reclutadas durante la propagacion de la onda de calcio, los
valores de los pixeles de la primera imagen se restaron del resto de las imagenes del
video, se ajusto el brillo y el contraste, el ruido de fondo se elimind digitalmente y se
aplico un filtro de promedios a todas las imagenes del video. Posteriormente se realiz
una proyeccion en z para visualizar la longitud maxima de la extension de la onda y se
sobrepuso una capa de circulos concéntricos con incrementos de 50 um de radio, donde
la punta de la pipeta seria el epicentro (Haas et al., 2006; Peters et al., 2018; Schipke et

al., 2008). La velocidad de propagacion se definié como la longitud maxima divida por la
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diferencia de tiempo (t1 — to), donde to fue el tiempo en el que las primeras células fueron
activadas inmediatamente después del estimulo y t1 fue el tiempo cuando las células mas

lejanas se activaron (ver apéndice VI).

Los cambios en la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?']) se presentaron como el
porcentaje del incremento relativo de la fluorescencia AF = AF/F,, donde AF es el cambio
relativo de la fluorescencia sobre la fluorescencia basal Fy. F, se calculé promediando la
fluorescencia de los primeros 15 s de registro, donde no habia incrementos de la
fluorescencia en respuesta al estimulo eléctrico. El area bajo la curva se calculé usando
la regla trapezoidal, la cual es un método de integracion numérica que considera varios
trapezoides pequeiios bajo la curva, donde las unidades arbitrarias representan el
porcentaje de AF en funcién del tiempo en segundos, describiendo tanto la amplitud como

la duracién de la respuesta de [Ca?*]i (ver apéndice VII).
6.11 Marcaje de astrocitos con sulforodamina B

La SRB es un marcador rojo fluorescente que no se traslapa con la sefial verde del
indicador de calcio. Es una molécula pequefia y altamente polar, que cruza la barrera
hematoencefalica después de ser introducida al torrente sanguineo, por medio de una
inyeccién intravenosa. Se sugiere que la SRB, se acumula en el espacio perivascular
entre la membrana de las puntas de las ramificaciones astrociticas y la lamina basal; y
se internaliza a los astrocitos a través de conexinas 43, después de 2 h post-inyeccion.
Ademas, la SRB también se difunde por uniones comunicantes que tienen con otros

astrocitos de una red funcional y la sefial se mantiene mas de 5 h (Appaix et al., 2012).

Para determinar si la SRB es selectiva para los astrocitos, los ratones se inyectaron
intraperitonealmente con SRB (20 mg/kg) 3 - 4 h antes de la obtencién de rebanadas
(Appaix et al., 2012; Nimmerjahn, et al., 2004). La selectividad de la SRB por los
astrocitos se comprobo con los ratones transgénicos GFAP-eGFP. Nuestros resultados
mostraron que el 84 + 2% de las células GFAP-eGFP* incorporaron SRB en la IGL de

las regiones Crus | y Il del cerebelo (n =12, N = 3, muestras triplicadas). Corroboramos
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que la SRB marca la mayoria de las células astrociticas (ver figura 10); por lo que este
marcador se utilizé para identificar a los astrocitos reclutados en la onda de calcio.
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Figura 10. La sulforodamina B (SRB) marca células GFP* del raton transgénico GFAP-eGFP. (a) Imagen
de la sefial de SRB en la region Crus Il, el rectangulo rojo muestra la capa granular interna (IGL). Barra de
calibraciéon 100 mm. (b) Acercamiento de la IGL en (a), mostrando células SRB*y GFAP*y el empalme de
ambas sefiales. (c) Grafica que muestra el porcentaje promedio de células GFAP* (~80%) que colocalizan

con SRB (n =8, N = 3). PL, capa de Purkinje; WM, sustancia blanca.

6.12 Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el programa Origin Lab 8.0 (Origin Laboratories,
Northampton, MA, USA) e incluy6 la prueba de Shapiro-Wilk para determinar una
distribucién normal, las pruebas de t-Student o Mann-Whithney para analizar diferencias
entre los grupos CTL y VPA en poblaciones con distribucion normal y no normal,
respectivamente. Los valores de p menores a 0.05 se consideraron significativos. Los
datos se presentan como el promedio + el error estandar. Para los experimentos
conductuales e histologicos, el tamafio de la muestra (n) representa el numero de
animales usados, mientras que N representa el nUmero de camadas. Por otro lado, para
los experimentos de imagen de calcio, n representa el nimero de rebanadas, mientras

gue N es el nimero de animales usados.

2023



I csis doctoral Soria Ortiz Maria Berenice

7. RESULTADOS

7.1 El tamafio de la camada disminuye en el modelo VPA

Primero se registr6 el numero de crias nacidas por camada en los 3 primeros dias
postnatales, ya que se sabe que el VPA tiene un efecto teratogénico. El nimero de crias
disminuyo significativamente (20%, p = 0.04) en el grupo VPA con respecto al grupo CTL
(ver figura 11). En el grupo control se tuvieron en promedio 13.1 + 0.6 crias por camada
(N = 10), mientras que en el grupo VPA solo 10.5 + 0.9 crias por camada (N = 12).
Algunas de las crias tratadas con VPA nacieron con la cola torcida, sin otros signos de
teratogenicidad. Estos datos sugieren que el VPA disminuye el tamafio de la camada (ver
figura 11).

Adicionalmente, se registr6 el sexo de las crias por camada para determinar si la
proporcion hembras/machos cambiaba por la exposicién prenatal al VPA en comparacion
con el grupo control. Los datos no presentaron diferencias en el nimero de hembras y
machos nacidos por camada (p = 0.9), manteniendo una relacién de 1:1 en ambos grupos
(datos no mostrados).
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Figura 11. Tamafio de la camada. La grafica muestra el nimero de crias por camada en el modelo VPA y
en el grupo CTL (NctL = 10, Nvea = 12). Los datos se presentan como el promedio + el error estandar. Las

pruebas estadisticas usadas fueron Shapiro-Wilk y t-Student. * p < 0.05.
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7.2 Disminucion del peso del cerebro durante las primeras semanas

postnatales en el modelo VPA.

El desarrollo fisico de las crias nacidas fue monitoreado, registrando el peso corporal
durante las 3 primeras semanas postnatales en P1, P8 y P18 (ver figura 12a y tabla 4).
Para evaluar este parametro se utilizaron 12 camadas para cada grupo experimental y
un total de 58 animales. Los resultados mostraron que el peso de las crias VPA no
presenté cambios significativos respecto al grupo CTL durante las distintas etapas del
desarrollo postnatal registradas: P1 (1.62 + 0.09 g, nct. =7; 1.65 £ 0.13 g, nvpa = 9), P8
(3.73+0.24 g, ncT. =17,3.99+£0.39g, nvpa=13) y p18 (9.27 £0.9g, ncT. =5,9.6 £ 1.5
g, nvpa = 7).

Por otro lado, el peso del cerebro de las crias nacidas fue registrado en los dias P1, P8
y P18 (ver figura 12b y tabla 4), ya que estudios previos en individuos autistas
demostraron cambios en el volumen cerebral. Para este estudio se utilizaron un total de
86 animales de 31 camadas. En el dia P1 el peso de los cerebros de las crias fue similar
en ambos grupos experimentales (0.099 + 0.007 g, nct. = 10; 0.116 + 0.008 g, nvea = 18;
p = 0.16). En el dia P8 se registr6 un incremento significativo del 12.2% en el peso del
cerebro en crias VPA en comparacion con el grupo CTL (0.216 £ 0.01 g, nctL = 18; 0.256
+ 0.009 g, nvea = 17, p = 0.015). Mientras que en el dia P18 se encontrd una disminucién
significativa del 29.73 % en el peso del cerebro del grupo VPA en comparacion con el
grupo CTL (0.397 + 0.008 g, ncTL = 6; 0.359 + 0.007 g, nvea = 17; p = 0.006).

2023



I csis doctoral Soria Ortiz Maria Berenice

Tabla 4. Peso corporal y del cerebro

Peso Edad CTL (9) n VPA (9) n Valor p
_ P1 1.62 £ 0.09 7 1.65+0.13 9 0.9
g P8 3.73+£0.24 17 3.99+£0.39 13 0.9
8 P18 9.27+£0.9 5 9.6+15 7 0.9
° P1 0.099 £ 0.007 10 0.116 £ 0.008 18 0.16
g P8 0.216 £ 0.01 18 0.256 £ 0.009 17 0.015*
8 P18 0.397 £ 0.008 6 0.359 + 0.007 17 0.006**

Los datos se presentan como el promedio + error estandar de la muestra. Se utiliz6 la prueba estadistica
Shapiro-Wilk y Mann-Whitney. *p < 0. 05, **p < 0.01.
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Figura 12. El peso del cerebro se incrementa durante el desarrollo postnatal P1, P8 y P18. (a) El peso
promedio corporal de las crias macho en P1, P8 y p18 no presenté cambios significativos entre ambos
grupos (p > 0.05). (b) El peso promedio del cerebro no presentd cambios significativos en P1 entre ambos
grupos (p = 0.16), mientras que en P8 se presentd un aumento significativo de 18.5% (nct. = 18, nvea =
17, p = 0.015) y en P18 se presenté una disminucion significativa de -9.6% (nctL = 6, nvea = 17, p = 0.006)
en el modelo VPA con respecto al grupo CTL. Los datos se presentan como el promedio + el error estandar

de la muestra. Las pruebas estadisticas usadas fueron Shapiro-Wilk y t-Student. *p < 0.05, ** p < 0.01.
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7.3 Aumento de la latencia para el reconocimiento del nido en el modelo VPA

La prueba de reconocimiento del nido se llevé a cabo en P8 con el objetivo de evaluar la
capacidad sensoriomotora. Para medir este parametro se utilizé un total de 82 animales
de 23 camadas para ambos grupos experimentales. La prueba de reconocimiento del
nido muestra una mayor latencia (+170%) en los ratones expuestos prenatalmente a VPA
(127.7 £14.9 s, nvea= 47, Nvpa = 13, p = 3E-7) que en los ratones del grupo CTL (51.2 +
5.5 s, ncti= 35, NctL = 10, ver figura 13a). Estos resultados sugieren una deficiencia

sensoriomotora en los ratones prenatalmente expuestos a VPA.

7.4 Aumento de la latencia en el reflejo de enderezamiento en el modelo VPA

La prueba del reflejo de enderezamiento es una evaluaciobn motriz adicional que nos
permitié investigar si hay una latencia mayor en los individuos prenatalmente expuestos
al VPA. Para esta prueba se utilizé un total de 28 ratones macho de 7 camadas, los
cuales fueron analizados por 5 dias, de P5 a P10. Los resultados mostraron que la
latencia de enderezamiento fue mayor en ratones VPA solo en P9 (2.43 + 0.3 s, nvpa=
12, Nvpa = 3, p = 0.05) en comparacion con ratones CTL (1.75 £ 0.16 s, nct.= 16, NctL =
4, ver figura 13b). Estos resultados indican una funcién motriz disminuida en el modelo
VPA.

7.5 La latencia de aproximacién social es mayor en el modelo VPA

En la prueba conductual de aproximacion social se evaluaron aquellos ratones que
tuvieron una latencia para encontrar el nido mayor a 100 s, un total de 33 animales de 10
camadas. Aqui se observo que los ratones expuestos a VPA presentaron una mayor
latencia para aproximarse al sujeto extrafio (288.1 +40.7 s, nvea= 18, Nvea =5, p = 0.001)
comparado con los del grupo CTL (90.13 + 17.9 s, ncr.= 15, NctL = 5, ver figura 13c), lo

gue sugiere una interaccion social disminuida.
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Figura 13. Deficiencias en habilidades sensoriomotoras y sociales en el modelo VPA. Graficas que muestra
la latencia para encontrar el nido (a) analizada en P8 (ncri= 35, nvea= 47, Nvpa = 13), la latencia de
enderezamiento (b) analizada en P9 (nct.= 16, nvea= 12) y la latencia para aproximarse al sujeto extrafio
(c) analizada en P18 - P21 (ncti= 15, nvea= 18). Los datos se presentan como el promedio + el error
estandar. Las pruebas estadisticas usadas fueron Shapiro-Wilk y Mann-Whitney. * p < 0.05, ** p < 0.001,
*** n < 0.0001.

En conjunto, estos resultados indicaron que los ratones prenatalmente expuestos a VPA
presentan deficiencias sensoriomotoras, las pruebas de identificacion del nido y reflejo
de enderezamiento se utilizaron para seleccionar los sujetos con déficits sensoriomotores

en la primera semana del desarrollo postnatal (Varman et al., 2018).

7.6 Los niveles de la proteina calbindina esta reducida en el modelo VPA

En la etapa adulta, tanto en individuos autistas como en roedores prenatalmente
expuestos a VPA se ha observado una disminucion en el numero de PCs particularmente
en las regiones Crus I, Crus Il y vermis del I6bulo VII del cerebelo (Ingram et al., 2000,
Skefos et al., 2014; Wang et al., 2014). La calbindina es una proteina de unién a calcio
dependiente de la vitamina D, importante en la regulacién de los niveles de calcio

intracelular en las interneuronas GABAEérgicas del SNC (Heizmann, 1993). En el cerebelo
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Su expresion es selectiva para PCs, por lo que se utilizé como marcador para investigar
si la exposicion prenatal a VPA reducia su expresion y la densidad de este tipo celular.

La expresion de calbindina se analiz6é en distintas etapas del desarrollo (E16, P4, P8,
P18y P30) mediante estudios de western blot (160 cerebelos de 40 camadas). Los datos
mostraron que la expresion de calbindina aumenta linealmente desde el dia E16 hasta
P18 (r=0.997); sin embargo, disminuye en P30 respecto a P18 (-50%) en el grupo control
(ver figura 14). El patron de expresion de calbindina durante el desarrollo del cerebelo
disminuyé significativamente en el modelo VPA (-36% en E16 hasta -60% en P18). Un
analisis adicional de la pendiente confirmé que la tasa de expresion de la calbindina
disminuyo6 un -61% en el grupo VPA (7 + 1) respecto al control (18 + 2), (Varman et al.,
2018)%.

100

50

Expresion normalizada (%)

E16 P4 P8 P18 P30

1 Varman & Soria-Ortiz, et al., 2018. Contribucién igualitaria.
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Figura 14. La expresion de calbindina disminuye en el cerebelo de los ratones expuestos prenatalmente al
VPA. Los estudios de western blot se realizaron en distintas etapas del desarrollo para los grupos control
(CTL), (E16C, P4C, P8C, P18C y P30C) y VPA (E16V, P4V, P8V, P18V y P30V). La expresion de
calbindina (Calb) fue normalizada en funcién de la expresion de la B-actina que se utiliz6 como proteina
control (n = 16 para cada edad y grupo experimental, E16 - P18; r = 0.99). Los datos se presentan como

el porcentaje de cambio con respecto al control £ el error estandar (Varman et al., 2018).

7.7 La densidad de las células de Purkinje se reduce en el modelo VPA

Los estudios de inmunofluorescencia para calbindina se realizaron con el objetivo de
estimar la densidad de las PCs en los grupos CTL (n=8de N=4)y VPA(n=8de N =
4); en donde n se refiere al nUmero de ratones y N al niumero de camadas. Los resultados
mostraron una disminucién significativa (-21%) en el nimero de células calbindina
positivas (Calb*) en el raton VPA con respecto al control (39.19 + 1.9 células/mm, ncrL =
8; 31.04 + 1.6 células/mm, nvpa = 8, p = 0.001). En las imagenes de la figura 15, se
muestran ejemplos de las células Calb* en Crus | en el CTL (arriba) y en el VPA (abajo).
Nétese que los somas (negro) en el CTL estan alineados en la PL y el arbol dendritico
esta claramente orientado hacia la capa molecular (ML, por sus siglas en inglés),
mientras que en el grupo VPA se muestra una clara disminucion en el marcaje para
calbindina. La disminucién de las PCs en ratones prenatalmente expuestos a VPA fue

considerado como un marcador histologico del modelo.
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Figura 15. Pérdida de células de Purkinje en el modelo VPA. (a) Imagenes de la regién Crus | de ratones
CTL (arriba) y VPA (abajo). (b) Grafica del numero de células Calb* en las regiones Crus |, Crus Il y vermis
del I6bulo VII (ncTL = 8, nvpa = 8) una imagen por region y en tres cortes por animal. Escala 50 um. Los
datos se presentan como el promedio de células por milimetro £ el error estdndar de la muestra. Las
pruebas estadisticas usadas fueron Shapiro-Wilk y t-Student. *p = 0.001. EGL, capa granular externa; ML,

capa molecular; PL, capa de Purkinje.

7.8 La expresion de GFAP se incrementa en el modelo VPA

Una vez que se demostré que el modelo VPA reproduce deficiencias sensoriomotoras y
pérdida de PCs, nuestro objetivo fue analizar si la expresién de GFAP aumentaba durante
el desarrollo del cerebelo, como indicador del aumento en el nimero o tamafio de los
astrocitos. La expresion de GFAP se analiz6 en distintas etapas del desarrollo (E16, P4,

P8, P18 y P30) mediante estudios de western blot (160 cerebelos de 40 camadas).

Los datos mostraron que los niveles de la proteina GFAP aumento linealmente desde el
dia E16 hasta P18 tanto en el CTL (R? = 0.999) como en el VPA (R? = 0.988). La
expresion de GFAP en el CTL continlia aumentando linealmente hacia P30, mientras que
en el VPA hay una ligera disminucion en P18, pero continda incrementando hacia P30

(ver figura 16). Asimismo, el analisis de la pendiente mostré que la tasa de expresion de
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GFAP entre E16 y P8, es mayor en el grupo VPA con respecto al control (+14.6%, mcrL
=20.5, mvea = 23.5). Ademas, los niveles se encontraban aumentados significativamente
en el modelo VPA principalmente en las edades postnatales (23.3% en P4 (n = 16; p =
0.007); 14.4%en P8 (n=16;p =0.001)y 15.7% en P30 (n = 16; p = 0.0001). Asi, nuestros
datos indican que el nivel de la proteina de GFAP, evaluado por western blot, esta
aumentado en la primera semana postnatal del cerebelo.

100 - REX
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Figura 16. La expresién de GFAP se incrementa en el modelo VPA. Los estudios de western blot se
realizaron en distintas etapas del desarrollo (E16, P4, P8, P18 y P30) para los grupos control CTL y VPA
(n = 16 para cada edad y grupo experimental). La expresion de GFAP fue normalizada en funcion de la

expresion de la b-actina. La expresion de GFAP incrementa linealmente tanto en el CTL (R2=0.999, m =
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20.5) como en el VPA (R2 = 0.988, m = 23.5) del dia E16 a P8. En el VPA la expresion se incrementd
significativamente el 23.3% en P4 (n = 16; p = 0.007), el 14.4% en P8 (n = 16; p = 0.001) y el 15.7% en
P30 (n = 16; p = 0.0001) con respecto al CTL para cada edad. Las pruebas estadisticas usadas fueron
Shapiro-Wilk y t-Student. *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.001.

7.9 La densidad de astrocitos de la IGL aumenta en el modelo VPA

Después de determinar que el nivel de expresién de GFAP en el cerebelo aumenta en el
modelo VPA, nuestro siguiente objetivo fue determinar si la densidad celular se
incrementaba y si habia cambios morfoldgicos en los astrocitos de la IGL. Para abordar
este punto, se utilizaron ratones transgénicos GFAP-eGFP, que, a diferencia del método
de inmunofluorescencia, permite visualizar la morfologia completa del astrocito y facilita
su andlisis cuantitativo (ver tabla 2). Cabe sefialar que, con base en los resultados de
busqueda del nido, los animales con una latencia mayor o igual que 100 s fueron

seleccionados para el grupo VPA en este y los siguientes experimentos.

El nimero de las células GFAP-GFP* se determiné en la IGL de crias machos en el dia
P8 (N = 3 de ambos grupos experimentales), los cuales corresponden a los astrocitos
velados. Este andlisis mostré6 que el numero de astrocitos se incrementd
significativamente (+254%, p = 0.0022) en la IGL del grupo VPA (n = 4) respecto al control
(n = 3). Por lo tanto, la densidad de los astrocitos velados de la IGL se encuentra

incrementada en el modelo VPA (ver figura 17).

El andlisis morfologico de los astrocitos individuales (CTL = 426 células and VPA = 445
células; n = 4 para cada grupo experimental) mostré6 mayor complejidad morfolégica en
el modelo del VPA, de tal manera que el volumen celular incrementé 42% (CTL: 1188 *
42 um3, VPA: 1690 + 106 um?3, p = 5.5x10°), el nimero de ramificaciones aumenté 17%
(CTL: 5+£0.2, VPA: 6 £ 0.2, p = 0.009) y la longitud de las ramificaciones aument6 33%
(CTL: 29.5+ 1.2 um, VPA: 39.3 £ 1.9 um, p = 1.3x10°°) comparado con el grupo CTL (ver
figura 17d). Estos datos indicaron que tanto la densidad como la morfologia de los
astrocitos estaba alterada en el modelo del VPA.
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Figura 17. La densidad de astrocitos de la IGL aumenta en el modelo VPA. (a) A la izquierda, un corte
horizontal del cerebelo que muestra las regiones Crus | y Crus Il en ratones GFAP-eGFP. El conteo de
células GFP* se analiz6 en la IGL (rectdngulos amarillos) en el dia P8. A la derecha, imagenes
representativas de la region Crus Il, mostrando la densidad de células GFP* para CTL (arriba) y VPA
(abajo). Barra de calibracion 100 um. (b) Cuantificacion de células GFP*, mostrando un incremento
significativo del 254% en el ratén VPA (n =3, N = 3) respecto al CTL (n = 4, N = 3). Los datos se presentan
como el promedio del nimero de células en 10,000 um? + el error estdndar de la muestra. Barra de

calibracion 20 um Las pruebas estadisticas usadas fueron Shapiro-Wilk y t-Student. *p = 0.002.
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7.10 La extensién de la onda de calcio se incrementa en el modelo de VPA

La densidad de los astrocitos velados fue mayor en el modelo VPA por lo que se investigd
si la extension funcional de la onda de calcio también se incrementaba. Para esto, se
aplic6 un estimulo eléctrico que despolarizé localmente la IGL del cerebelo en las
regiones Crus | y Crus Il (ver figura 18a). La onda de calcio evocada por despolarizacion
reclutd ensambles glio-neuronales y nuestro primer paso fue estimar la extension
funcional méxima. Nuestros resultados mostraron que la respuesta se increment6 29%
en ratones VPA (382 = 22 um, nvea = 10, Nvea = 9, p = 0.01) comparado con el grupo
CTL (295.9 + 24 um, nct. = 10, NctL = 7), (ver figura 18c). Por otro lado, la velocidad de
propagacion de la onda de calcio no mostré diferencias (VPA: 32 + 3 um/s, CTL: 27.3 +
4 um/s, p = 0.3, ver figura 18d). Posteriormente, se determind el nimero total de células
reclutadas por la onda de calcio y no se encontraron diferencias entre los ratones CTL y
VPA. No obstante, un analisis mas detallado revel6 un aumento significativo del nimero
de células reclutadas dentro de las primeras 100 um de radio: 0-50 um, +83 % (CTL: 22
+ 3 células, VPA: 40 + 4 células, p < 0.001); 50-100 um, +42 % (CTL: 51 + 6 células,
VPA: 73 + 7 células, p < 0.02), mientras que en los radios subsecuentes no se
encontraron diferencias significativas (ver figura 18b y tabla 5).

Adicionalmente, con el objetivo de estimar la amplitud promedio de los transitorios de
Ca?* evocados se analizo el area bajo la curva, este dato representa tanto el porcentaje
de incremento en la intensidad de fluorescencia como de su duracién. Los resultados
mostraron que la amplitud promedio disminuia con relacion a la distancia del origen de
la despolarizacién para ambos grupos experimentales (control y VPA), (ver figura 19e).
La amplitud promedio de los transitorios de Ca?* se incrementé +53% (Célsct. = 1222,
NnctL= 20, Nct= 13, Célsvpa = 967, nvpa= 23, Nvpa= 15) en el grupo VPA (89 + 10 u. a., p
=0.01) comparado con el grupo CTL (58 £ 10 u. a.) (ver figura 18f, g). Con base en estos
resultados se concluy6é que la extension funcional de la onda de calcio evocada, el

numero de células reclutadas y la amplitud promedio del transitorio de Ca?* se incrementa
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Figura 18. La onda de calcio se incrementa en el modelo VPA. (a) Onda de calcio evocada por
despolarizacion en la capa granular interna (IGL) para los grupos CTL y VPA. Imagenes con pseudocolor
(de azul a blanco) representando las intensidades de fluorescencia de Fluo4-AM. Escala 100 um. (b)
Grafica de células reclutadas por distancia (nct.= 10, Nct.= 7, nvea= 10, Nvea= 9). (c) Distancia maxima de
la onda de calcio (ncti= 10, Nct.= 7, nvea= 10, Nvpa= 9). (d) Velocidad en la que se alcanza la distancia
maéaxima (nctL= 12, Ncti= 8, nvpa= 16, Nvea= 12). (e) Ejemplos de la activacion de tres células reclutadas a
diferentes distancias en la onda de calcio (circulos amarillos en CTL y VPA). (f) Amplitud promedio de los
transitorios de Ca?* de todas las células reclutadas dentro de la onda de calcio en CTL (Célscr. = 1222,
ncti= 20, Neri= 13) y VPA (Cellsvea = 967, nvea= 23, Nvea= 15). (g) Resumen del promedio de las
amplitudes de los transitorios de Ca?* de todas las células reclutadas en ambos grupos experimentales.
IGL, capa granular interna; PL, capa de Purkinje; ML, capa molecular. Los datos se presentan como el
promedio + el error estandar, las pruebas estadisticas usadas fueron Shapiro-Wilk, Mann-Whitney. *p <
0.05, **p < 0.001.

Tabla 5. Conteo celular por radio.

0-50 22+3 40+ 4 0.001**
50-100 51+6 737 0.02*
100-150 377 40+ 3 0.7
150-200 14+ 4 24+5 0.14
200-250 4+2 15+6 0.07
250-300 3x1 8+3 0.19
300-350 1+1 3+1 0.14
350-400 0 2+1 0.03*

Los datos se presentan como el promedio + error estandar de la muestra. El tamafio de la muestra
fue ncti= 10, Nct= 7, nvpa= 10, Nvpa= 9. *p < 0.05, **p < 0.001.

7.11 El reclutamiento de astrocitos aumenta en la onda de calcio en el VPA

Con el objetivo de determinar si la onda de calcio recluta astrocitos, se usé SRB, un
marcador fluorescente que se incorpora preferentemente en astrocitos (>80% GFAP*
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células, n = 12, N = 3) y se observo que la onda de calcio recluta células SRB™* positivas
(>50%; n =8, N =5) en la IGL de ambos grupos experimentales (ver figura 10 y 19).
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Figura 19. La onda de calcio evocada por despolarizacion recluta células gliales. (a) Representacion grafica
del protocolo experimental. (b) La onda de Ca?* inducida (Fluo4-AM, verde) recluté células SRB* (empalme
en amarillo). (¢) Resumen de los experimentos mostrando que > 50% de las células reclutadas son SRB*
(n =8, N =5). Escala 100 pm. Los datos se presentan como el promedio * el error estandar, las pruebas
estadisticas utilizadas fueron Shapiro-Wilk y Mann-Whitney. IGL, capa granular interna; PL, capa de

Purkinje; ML, capa molecular.

El siguiente paso fue analizar el nUmero de astrocitos que se reclutaron en la onda de
calcio y la amplitud promedio de los transitorios de Ca?*. Nuestros resultados mostraron
gue el reclutamiento de las células SRB* aumento significativamente +168% dentro de
los primeros 100-150 um de radio en el modelo VPA con respecto al CTL (CTL: 8 £ 1.6
SRB* céls, VPA: 22 + 6.5 céls, p < 0.03). Sin embargo, la amplitud promedio de los
transitorios de Ca?* no se modificé significativamente (CTL: 1671 +578 u. a. y VPA: 1629
+ 6.3 u. a., parael CTL (Cells-ctL = 299, nctL.= 6, Nct.=4) y el VPA (Cells-vpa = 340, nvpa=
4, Nvpa= 3)), respectivamente (p < 0.4); (ver figura 20 y la tabla 6). Con base en estos
resultados se concluye que la onda de calcio recluta mas astrocitos, pero la amplitud

promedio de los transitorios de Ca?* no se modifica significativamente en el modelo VPA.
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Figura 20. Aumento de astrocitos reclutados en la onda de calcio del modelo VPA. (a) Imagenes

representativas de la onda de calcio en la IGL del CTL y VPA (Fluo4-AM en verde); a tres tiempos distintos

(3, 10y 17 segundos). Fraccion de células Fluo4-AM que incorporaron SRB (circulos amarillos), respecto

al resto de las células reclutadas (circulos verdes). Escala 100 mm. (b) Histograma del nUmero de células

SRB* reclutadas con respecto a la distancia (ncr. = 6, nvea = 4, and Nct = 3 y Nvpa = 3). (c) Amplitud

promedio de los transitorios de Ca?* de las células SRB+ reclutadas en la onda en el grupo CTL (CélsctL
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=299, ncti=9, Ncti=4) y en el VPA (Célsvra = 340, nvea= 6, Nvpa= 3). (d) Resumen de la amplitud promedio
de los transitorios de Ca?* de todas las células de los grupos CTL y VPA. IGL, capa granular interna; PL,
capa de Purkinje. Los datos se presentan como el promedio + el error estandar. Las pruebas estadisticas

usadas fueron Shapiro-Wilk y t-Student. **p < 0.05.

Tabla 6. Conteo de células SRB* por radio.

0-50 7+1 7+2 0.83
50-100 17+4 20+ 3 0.59
100-150 8+2 22+6 0.03*
150-200 5+1 8+2 0.29
200-250 2+04 3x1 0.4
250-300 2+0.6 2+0.6 >0.9
300-350 3x1 1+0 0.24
350-400 3+x1 1+1 0.41

Los datos se presentan como el promedio + error estandar de la muestra. El tamafio de la muestra
fue nctL = 6, nvea = 4, and Ncri = 4, and Nvea = 3. El andlisis estadistico aplicado fue Mann-Whitney.
*

p < 0.05.

8. DISCUSION

8.1 Tasa de natalidad

Los resultados obtenidos muestran que la tasa de natalidad disminuye el 20% en el
modelo VPA. Estudios previos en ratas reportaron una disminucion en la tasa de
natalidad similar a partir de una dosis de 600 mg/kg de VPA (Favre et al.,, 2013).
Asimismo, otros estudios en humanos reportaron que el 3.5% de un tratamiento prenatal
con VPA resultan en abortos espontaneos (Vajda et al., 2004). Por lo tanto, la disminucion
en el indice de natalidad podria ser el resultado de un incremento en los abortos o bien

por la reabsorcion de los embriones en el ratén.
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8.2 Peso corporal

Con relacién a la ganancia de peso corporal de las crias VPA durante las primeras tres
semanas no se observaron cambios significativos (Fig. 12), lo que concuerda con lo
reportado previamente con el modelo VPA en ratas durante las primeras dos semanas
del desarrollo postnatal (Favre et al., 2013). Por otra parte, otros estudios reportaron una
disminucién en el peso corporal de los individuos expuestos prenatalmente al VPA a partir
de la tercera semana postnatal (P23, Schneider y Pzewlocki, 2005 y P25, Roullet et al.,
2010). Adicionalmente, el tratamiento in utero con farmacos antiepilépticos reportaron
menor peso al nacimiento Unicamente cuando se combinaban con VPA (Hvas et al.,
2000; Kilic et al., 2014; Margulis et al., 2019).

8.3 Peso del cerebro

En este estudio observamos que el peso del cerebro de ratones VPA aumenta en el dia
P8 y luego disminuye en el dia P18 (Fig. 12). En contraste, un estudio con ratas report6
microcefalia en la edad P14 (Favre et al., 2013). Mientras que otro estudio reportd
macrocefalia de P2 a P7 y microcefalia hacia la etapa adulta (Go et al.,, 2012). Los
factores que subyacen estas diferencias entre grupos de investigacion no son claros,
pero es posible que se trate de las pequefias variaciones al modelo y seria necesario
ampliar el nimero de investigaciones al respecto. Sin embargo, los estudios en humanos
realizados con imagen por resonancia magnética, MRI (Courchesne et al., 2011;
Courchesne et al., 2001) y post mortem (Bauman, 1985) reportaron macrocefalia en la
primera etapa del desarrollo (< 5 afios) y una disminucién hacia la etapa adulta. Ademas,
la macrocefalia presente en pacientes con TEA correlaciona con un incremento en la
densidad neuronal en la corteza (Courchesne et al., 2011). Hay evidencia de que los
precursores neuronales permanecen en las fases G1/S de crecimiento, provocando la
proliferacion lenta de células idiopaticas de individuos autistas (Marchetto et al., 2017),
aunado a la disminucion de la apoptosis de precursores neuronales (Go et al., 2012).
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Esto podria explicar el aumento en el volumen cerebral en etapas tempranas del
desarrollo (Marchetto et al., 2017).

8.4 Conducta social y habilidades sensoriomotoras

Nuestros datos sobre el analisis de la conducta social y habilidades sensoriomotoras
mostraron una mayor latencia en la busqueda del nido (+170%) en el dia P8, sugiriendo
una deficiencia en habilidades sensoriomotoras necesarias; tanto para detectar el nido
de su camada mediante una discriminacion olfatoria, como para moverse y llegar a él,
mediante habilidades motrices propias de la funcion del cerebelo. Asimismo, nuestros
datos mostraron una latencia mayor en el reflejo de enderezamiento (+39%) en el dia P9,
sugiriendo deficiencias en la funcién del cerebelo. Varios estudios realizados en ratas
respaldan nuestros resultados en estas etapas tempranas del desarrollo postnatal (Favre
et al., 2013; Kazlauskas et al., 2016; Roullet et al., 2010, Schneider y Pzewlocki, 2005;
Wagner et al., 2006). Estudios en nifios autistas reportaron que los retrasos
sensoriomotores se presentaron antes del inicio de las deficiencias sociales y verbales
(Lloyd et al., 2013), lo que sugiere que las deficiencias sensoriomotoras podrian funcionar
como un indicador potencial de riesgo de TEA.

Nuestros datos mostraron que los ratones con deficiencias sensoriomotoras presentaron
una mayor latencia de aproximacion hacia un sujeto extrafio (+220%). Otros estudios,
analizaron la aproximacioén social en el modelo VPA con diferentes modalidades; latencia
en la exploracion a un sujeto extrafio, a compartimiento vacio o a un objeto nuevo
utilizando el aparato de tres camaras (Bronzuoli et al., 2018; Kim et al., 2011; Roullet et
al., 2010) o en campo abierto (Gandal et al., 2010; Kataoka et al., 2013; Markram et al.,
2008; Schneider & Przewtocki, 2005). En estos estudios se demostraron deficiencias en
la conducta social al aumentar la latencia de aproximacién y exploracién a roedores
extrafios, al disminuir el nimero de inspecciones y tiempo de acicalamiento hacia
roedores extrafios y al aumento en la preferencia por espacios vacios. Nuestros

resultados estan en congruencia con estos estudios y sugieren que las deficiencias en la
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conducta social estan asociadas a las alteraciones de habilidades sensoriomotoras
adquiridas en etapas previas del desarrollo postnatal.

8.5 Expresion de calbindina y densidad de las células de Purkinje

Los resultados de este trabajo mostraron una disminucién (-36% en E16 hasta -60% en
P18) en la expresion de calbindina en el modelo VPA, asociada a una densidad
disminuida de las PCs (-21%) en la edad P8. La calbindina es una proteina de unién a
calcio dependiente de la vitamina D, importante en la regulacion de los niveles de calcio
intracelular en las interneuronas GABAérgicas del SNC y se expresa selectivamente en
las PCs del cerebelo (Heizmann 1993). En la etapa adulta, tanto en individuos autistas
(Bailey et al., 1998, Bauman y Kemper, 1985, Skefos et al., 2014, Whitney et al., 2008),
como en roedores prenatalmente expuestos a VPA (Ingram et al., 2000; Wang et al.,
2014; Yochum et al., 2008), se report6 una disminucion en el numero de PCs
particularmente en las regiones Crus |, Crus Il y vermis del I6bulo VII del cerebelo. De
manera interesante, estudios en individuos con TEA (4 -51 y 8-13 afios) reportaron una
disminucién del volumen del cerebelo principalmente en las regiones posteriores Crus |,
Crus Il y I6bulo X que correlacionan con una disminucion de la densidad de PCs (D’Mello
et al., 2005, Skefos et al., 2014). Ademas, la reduccion del volumen de la sustancia gris
en las regiones Crus I/ll correlaciona con la severidad de los tres sintomas diagndésticos

del TEA, que tiene conexion directa con la corteza fronto-parietal (D’ Mello et al., 2015).

El presente estudio mostr6 una importante pérdida de las principales neuronas
GABAérgicas (Calb™) que integran la informacion en el cerebelo en un periodo importante
de la maduracion de esta estructura y como consecuencia la pérdida de las conexiones
hacia la corteza cerebral. De manera interesante, en otros analisis de nuestra muestra
se demostro una disminucion significativa en la expresion del receptor GABAp3
expresado tanto en PCs como en células gliales ependimarias en el cerebelo (ver
apéndice lll) durante el primer mes posnatal (ver apéndice 1V), indicando una importante
pérdida funcional de las PCs y células gliales en el cerebelo, lo que pudiera contribuir al

desequilibrio de la transmision inhibitoria en el TEA.
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Hasta aqui, nuestros resultados confirman que el modelo de autismo inducido por la
exposicion prenatal a VPA, tiene reproducibilidad en cuanto a las alteraciones
anatomicas cerebrales, los déficits en la conducta social, las habilidades sensoriomotoras
gue involucran la funcion cerebelar; asi como la pérdida de PCs del cerebelo, un
marcador histolégico que habia sido descrito solo en adultos. En nuestro estudio
demostramos que este marcador histologico esta presente desde la primera semana
postnatal y lo corroboramos a nivel molecular. Otro marcador molecular que se reprodujo
fue la disminucion en la neurotransmision GABAérgica descrita en el TEA y otros

modelos.
8.6 Expresion de GFAP

Un factor patogénico para el desarrollo del TEA es la alteracion en el desarrollo de células
gliales. La GFAP es una proteina de filamentos intermedios especifica para astrocitos,
controla su morfologia, el arreglo de sus ramificaciones y su adhesién local (Moeton et
al., 2016). Los glomérulos cerebelares en la IGL formados por dendritas de GCs, axones
de células de Golgi y fibras musgosas, estan envueltos por astrocitos. En este estudio
investigamos el nivel de expresién de la proteina en ambos grupos experimentales entre
E16 - P30 y los datos demostraron que el nivel de expresion de GFAP estd aumentado
en el grupo VPA en P4, P8 y P30. Estas alteraciones pueden afectar de manera directa
tanto a la morfologia de los astrocitos como al ensamble de las redes gliales o glio-
neuronales, que deben madurar dentro de este periodo postnatal.

Existe un estudio con el modelo VPA donde no se reportaron cambios en la expresion de
GFAP en el cerebelo en P13, P35 y P90; pero si reportdé una disminucion en el nivel del
transcrito en P35 y un aumento en P90 (Bronzuoli et al., 2018). Sin embargo, nuestros
datos mostraron un incremento lineal en el modelo VPA desde E16 hasta P30 (r2 = 0.95),
lo cual es consistente con lo reportado en el TEA (Vargas et al., 2005) y en el modelo
animal del Sindrome del X Fragil (P15, Pacey et al., 2015). Por otra parte, nuestros
resultados reproducen los hallazgos en estudios post mortem de pacientes

diagnosticados con TEA, en los que la expresion de GFAP aumenté significativamente
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2.6 veces (Edmonson et al., 2014). Un estudio post mortem adicional con cerebelos de
pacientes diagnosticados con TEA también reportdé un aumento en la expresién de GFAP
(49%) (Laurence and Fatemi, 2005).

8.7 Densidad y morfologia de astrocitos

El incremento del nivel de expresion de GFAP puede predecir un incremento en el
numero de astrocitos y/o alteraciones en su morfologia. Nuestros datos mostraron que la
densidad de astrocitos en el raton transgénico GFAP-eGFP, aumento (+254%) en las
regiones Crus | y Crus Il en la primera semana postnatal. Asimismo, el analisis
morfolégico demostrd un aumento en el volumen celular, nUmero de ramificaciones y su
longitud. Diversos estudios han demostrado que el VPA aumenta la proliferaciéon de
precursores gliales (Lee et al., 2016), esto es congruente con el incremento en la
densidad de astrocitos durante la etapa postnatal, una etapa crucial en la proliferacién

de células gliales.

Algunos estudios, que analizan el nimero de astrocitos en el modelo prenatal de VPA
(dosis de 500 y 600 mg/Kg) usando técnicas de inmunofluorescencia o
inmunohistoquimica, no reportan diferencias en el cerebelo en los dias P7, P13 y P28
(Bronzuoli et al., 2018; Kazlauskas et al., 2016). Cabe mencionar que también
empleamos las mismas técnicas histoldgicas utilizando anticuerpos anti-GFAP; sin
embargo, no fue posible estimar con precision la densidad de astrocitos, debido a que el
anticuerpo no marcé los cuerpos celulares. A diferencia del marcaje en el raton
transgénico donde la GFAP se expresa muy bien en los somas de los astrocitos y ademas
es mas preciso en el cerebelo, comparado con otras regiones del cerebro (Nolte et al.,
2001), siendo una posibilidad para estas discrepancias.

Por otro lado, los resultados de estudios post mortem de pacientes con TEA en un rango
de edad de 5 a 44 afos, si mostraron un aumento en la inmunoreactividad a GFAP en
las capas ML, IGL y PL, con mayor significancia en la IGL (Vargas et al., 2005). Nuestros

datos indican que el aumento de la expresion GFAP correlaciona con un aumento en la
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densidad de astrocitos en el cerebelo y con alteraciones en su morfologia.
Desafortunadamente no existe suficiente informacion sobre la morfologia de los
astrocitos en el TEA o en estudios preclinicos; sin embargo, se sabe que la morfologia
esta controlada por la expresion de varios genes incluidos el de GFAP, que repercuten
sobre las interacciones neurona-glia (Lanjakornsiripan et al., 2018). Ademas, otro estudio
demostrd que la exposicion a VPA de cultivos de neuronas — astrocitos reduce el nimero
de sinapsis inhibitorias (Takeda et al., 2021). En conjunto, estos resultados sugieren que
la funcidn astrocitica podria comprometerse debido a las alteraciones morfoldgicas

asociadas.

8.8 Onda de calcio

Los astrocitos pueden ser activados por estimulos mecénicos, quimicos y eléctricos,
incrementando su concentracion de calcio intracelular, conocidos como transitorios de
Ca?* intracelular que pueden propagarse hacia células vecinas originando una onda de
calcio (Verkhratsky et al., 2012). De manera interesante, observamos que la onda de
calcio evocada por despolarizacion de la IGL reclutd una poblacién especifica de células.
La onda de calcio se propagé de manera circular/ovalada. Kang y Othmer (2009)
sugieren que la estructura de la onda de calcio depende basicamente de la morfologia
de los astrocitos. Sugiriendo que el cambio en la morfologia de los astrocitos no altero la

forma de propagacién en el modelo VPA.

Estudios previos han demostrado que la sefalizacion de calcio evocada por
despolarizacion puede propagarse hacia otras células mediante uniones comunicantes
tras la difusion de IP3 o por la liberacion de ATP al espacio extracelular y la activacion de
receptores purinérgicos. En la sustancia gris de diferentes areas cerebrales, la liberacion
de ATP al espacio extracelular parece ser el comun denominador (Haas et al., 2006;
Peters et al., 2003; Q. Wang et al., 2021). Por lo anterior, es posible que las ondas de
calcio evocadas por despolarizacion se propaguen a través del mismo mecanismo en la

IGL del cerebelo.

2023



I csis doctoral Soria Ortiz Maria Berenice

En el presente estudio se investigo sobre la funcion de los ensambles glio-neuronales de
la IGL durante el desarrollo postnatal temprano en el modelo VPA. En este trabajo se
encontré que la despolarizacion de la IGL en Crus | y Crus Il, aumento la extension
funcional de la onda de calcio (+29%) en el modelo VPA, alcanzando distancias hasta de
400 um. Mientras que la velocidad de activacion fue 27 um/s en el CTL y no fue diferente
en el modelo VPA (32 um/s). Estudios en la corteza (P10-P14), reportaron que la onda
de calcio astrocitica alcanza distancias de 500 um tras un estimulo despolarizante a una
velocidad de 39.2 um/s acompafiado de la activacion neuronal. Ademas, se demostré
gue la velocidad disminuye (13.2 mm/s), inhibiendo la activacion neuronal con
tetrodotoxina y que esta velocidad se mantiene via uniones comunicantes (Peters et al.,
2003).

Estudios en la corteza (P10-P14, Haas et al.,, 2006) y en el cuerpo calloso (P5-P8,
Schipke et al., 2002), reportaron que un estimulo eléctrico local de 10 Hz por 4 s evoca
ondas de calcio que se propagan en promedio la misma distancia y velocidad. La
velocidad de propagacion que registramos es muy parecida y es posible que la actividad
neuronal se encuentre involucrada. Estudios previos reportaron que en condiciones
patolégicas como la isquemia celular, las lesiones tisulares y la lisis celular se liberan
grandes cantidades de ATP al espacio extracelular (De Vuyst et al., 2006). En nuestro
estudio una mayor extension funcional podria ser el resultado de una mayor liberacién
de ATP atribuida a una mayor densidad astrocitica, sin embargo, esta hipotesis requiere

experimentacion adicional.

De manera interesante, reportamos que el nimero de células reclutadas en la onda de
calcio fue mayor en los primeros 100 um de radio (+83% de 0-50 um y +42% de 50-100
um) en el modelo VPA. Estudios previos demostraron que las ondas de calcio que
involucran la difusion de IP3 se propagan con mayor rapidez, pero recluta pocas células.
Mientras que las ondas de calcio que involucran la liberacion de ATP se propagan mas
lento y alcanzan distancias mayores (Kang y Othmer, 2009). Es posible que en el modelo
VPA el incremento en la densidad y la morfologia de los astrocitos modifique el

acoplamiento de uniones comunicantes y por tanto, provoque una alteracion en la
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difusion de IPs cerca del epicentro del estimulo; otra posibilidad es que estos cambios
provoquen que la liberaciéon de ATP sea mayor.

Nuestros datos revelaron que mas del 50% de las células reclutadas por la onda de calcio
tenian identidad glial, SRB*. Ademés, también reportamos un aumento en el
reclutamiento de astrocitos en el modelo VPA. Una posibilidad es que exista una porcion
de astrocitos que no sean SRB* (Kafitz et al., 2008). Con base en nuestros analisis en el
ratén transgénico, el 80% de astrocitos GFAP* fueron SRB* en el dia P8. Kafitz et al.
(2008) reportaron en sus estudios electrofisiolégicos que existen poblaciones de
astrocitos hipocampales GFAP*y SR101" (andlogo de SRB) entre P3 y P15, los cuales
tienen propiedades de membrana distintas a los GFAP*/SRB*. A estos astrocitos se les
llama astrocitos de rectificacién variable, ya que presentan dos tipos de corrientes
salientes de potasio, corrientes de rectificacion lenta y corrientes tipo A y un potencial de
membrana mas positivo que el potencial de equilibrio del potasio. Por lo que, es posible
gue los astrocitos que se reclutan después de los 250 um tengan distintas propiedades

fisiologicas.

Por otra parte, estudios previos reportan que los indicadores de calcio pueden ser
incorporados en neuronas hasta el dia P5 y posteriormente se incorporan a astrocitos
especificamente (Peters et al., 2003). Por esta razén, no podemos descartar que el
indicador de calcio usado en este trabajo sea incorporado por las GCs a esta edad, ya
gue se trata de una poblacion de GCs clasificadas como inmaduras (P0O-P7) e intermedias
(P7-P15) que no producen potenciales de accion y que poseen un potencial de
membrana entre -35 y -60 mV (Hockberger y Connor, 1987). Asimismo, debido a que la
SRB se internaliza por transportadores organicos anidnicos que tanto astrocitos como
neuronas expresan (Kafitz et al., 2008), es posible que la red de células reclutadas en la

onda esté compuesta por astrocitos y GCs.

El calcio es un importante segundo mensajero que tiene efecto sobre los procesos de
proliferacion, migracion, diferenciacion y muerte celular programada. Las ondas y los

transitorios de Ca?* ocurren durante la migracion de los precursores de las GCs desde la
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capa granular externa hacia la IGL del cerebelo (Kumada & Komuro, 2004). La migracion
de los precursores de las GCs ocurre prematuramente y la apoptosis se presenta en un
mayor namero de precursores granulares, en el modelo VPA, durante las primeras dos
semanas postnatales (R. Wang et al., 2018); lo que sugiere un proceso de maduracion
aberrante en la IGL del cerebelo, probablemente debido al aumento en la dinamica de

calcio de las redes neurona-astrocito.

Por otra parte, las ramificaciones de los astrocitos velados envuelven el glomérulo, en
donde se forman las sinapsis entre las fibras musgosas y las dendritas y axones de las
GCs a partir de la tercera semana. Existe evidencia de que los astrocitos velados retienen
Brevican en su superficie membranal, un proteoglicano que inhibe el crecimiento de las
neuritas de las GCs, controlando la entrada de axones y dendritas al glomérulo durante
su formacion (Yamada et al., 1997), es posible que el aumento en el nimero de astrocitos
aumente la produccion de esta molécula e inhiba la maduracion de las sinapsis. Las GCs
hacen sinapsis con las PCs a través de las fibras paralelas y Wang et al. (2018)
demostraron una disminucién en la frecuencia de corrientes postsinapticas excitadoras y
una disminucion en la frecuencia y amplitud de corrientes postsinapticas inhibidoras.
Estos resultados sugieren una alteracion de las sinapsis que mantienen las PCs con las

GCs excitadoras y las fibras trepadoras inhibidoras.

Allen et al. (2022), demostraron que los astrocitos derivados de individuos con TEA
trasplantados en el hipocampo de roedores sanos muestran un aumento en las
oscilaciones de Ca?* espontaneas y activadas; las cuales correlacionan con la apariciéon
de conductas repetitivas, alteracion en la memoria y potenciacion a largo plazo, reduccién
de la actividad neuronal y disminucion de la densidad de espinas dendriticas en los
roedores trasplantados (Allen et al., 2022).

Estos hallazgos sobre las GCs junto con las alteraciones en la poblacion de las PCs son
relevantes porque estos dos tipos celulares representan la principal unidad funcional del

cerebelo, la cual se ve afectada en el modelo VPA por el incremento en la dinamica de
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calcio de las redes funcionales neurona-astrocito, sugiriendo un papel importante en la
etiologia del TEA.

Modelo preclinico de autismo

: \ VA CG PC

4 Densidad Frecuenciay Frecuenciay
il Complejidad Amplitud de ‘1 Amplitud de
Dinamica de Ca®* EPSPs v IPSPs

Figura 21. Principales hallazgos observados en el modelo VPA. Los astrocitos velados aumentan su
densidad, complejidad y dinAmica de Ca?* en la IGL donde rodean las sinapsis del glomérulo cerebeloso
(Soria-Ortiz et al., 2021); posiblemente con un rol importante sobre la disminucién de la frecuencia y
amplitud de las corrientes postsinapticas excitadoras (EPSPs) de las GCs y de las corrientes postsinpticas
inhidoras (IPSPs) de las PCs (Wang et al., 2018).

9. CONCLUSIONES

Los ratones expuestos prenatalmente a VPA presentan alteraciones sensoriomotoras y
de la conducta social, disminucion de la densidad de PCs y un aumento de la densidad
de astrocitos en las regiones Crus l/Il del cerebelo, asi como cambios en su morfologia,
gue correlaciona con un incremento en el nivel de expresion de la proteina GFAP durante
el desarrollo postnatal. La onda de calcio evocada por despolarizacion de la IGL tuvo una
expansion mayor, reclutdé mas células y una amplitud promedio del transitorio de Ca?*
aumentada en el modelo VPA. Con base en estos resultados se concluye que la funcion
de los ensambles glio-neuronales esta notablemente incrementada en el modelo
preclinico de autismo. Esto puede repercutir negativamente sobre el desarrollo del

cerebelo y el funcionamiento de los circuitos cerebelares que se presentan en el autismo.
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APENDICE I. Genes asociados al TEA (Banerjee et al., 2014).

Gene Protein description Nature of abnormality Reference
NRXN1 Transmembrane Mutation, CNVs

NRXN2 Transmembrane Mutation

NRXN3 Transmembrane Mutation

NLGN1 Transmembrane Genetic association
NLGN3 Transmembrane Mutation

NLGN4 Transmembrane Mutation, CNVs

CNTN3 Ig-CAM Mutation, CNVs

CNTN 4 Ig-CAM Mutation

CNTNAP2 Transmembrane Mutation, genetic association
NrCAM Ig-CAM Genetic association
CDHg/10 Transmembrane Genetic association
CDH18 Transmembrane Chromosomal abnormality
PCDHS Transmembrane Mutation

PCDH10 Transmembrane Mutation

PCDH189 Transmembrane Mutation

SHANK1 Scaffolding Mutation

SHANK2 Scaffolding Mutation

SHANK3 Scaffolding Mutation

DLG4 (disk large homolog 4) Scaffolding SNPs

HOMER1 Scaffolding Mutation

cAMP-GEF (guanine exchange factor) Cytoskeletal Mutation

RELN (Reelin) Secreted Genetic association

EN2 (Engrailed 2)

Transcription factor

Genetic association
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APENDICE II. Andlisis fenotipico de los modelos animales con aportaciones relevantes

al TEA (Banerjee et al., 2014).

Phenotype

Non-human primate Mouse Rat Prairie vole Songbird Zebrafish Drosophila Aplysia C. elegans

Genetic analyses

Molecular analyses

Hyperactivity and repetitive behavior
Social communication

Cognition

Impaired vocalization
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APENDICE Ill. Expresion del receptor GABAp3 en PCs y células gliales ependimarias del

cerebelo (Varman et al., 2018).
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APENDICE IV. Expresion del receptor GABAp3 en el cerebelo durante el primer mes
postnatal (Varman et al., 2018).
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APENDICE V. Analisis morfoldgico de astrocitos (York et al., 2018)

1. Adquiririmagenes en 3D de astrocitos individuales a 63x, en formato “Ism”.

2. Del campo adquirido, seleccionar una célula en los 3 ejes y eliminar el resto de
la sefial en la imagen original.

3. Utilizar image J para realizar un cuadrante en los ejes x,y donde solo exista la
sefial de una sola célula.

4. Es probable que se deba rotar la imagen primero, para que el cuadrante quede
mas especifico.

5. Duplicar el cuadrante para todo el stack en el eje Z.

6. Sobre ese cuadrante, duplicar Unicamente los frames del stack en Z que
contengan la sefial de la célula elegida.

7. Descargar MATLAB y abrir el script 3DMorph.

8. Seleccionar el modo automatico.

9. Seleccionar los parametros.

10.Seleccionar las imagenes en 3D que se procesaron en image J, conteniendo
una sola célula.

11.Guardar analisis.
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APENDICE VI. Andlisis de deteccion de células y propagacion de la sefial de calcio.

Abrir el video en image J.

Ajustar la escala a 3.08 pixeles por micrometro.

Convertir a 8 bits.

Duplicar la primera imagen.

Restar la primera imagen del resto con image calculator.
Eliminar el ruido de fondo a 50 pixeles con substract background.
Ajustar el brillo y el contraste al méximo.

Aplicar un filtro de promedios a 2.0.

© 0 N o o bk~ wbdPE

Guardar con un nombre diferente.

10.0Obtener una proyeccion en z.

11. Aplicar una capa de circulos concéntricos con incrementos de 10 — 50 um de
radio, siendo la pipeta el epicentro. Usar concentric circles.

12. Seleccionar cada célula con ROl manager, en orden por cada radio.

13. Guardar los ROls.

14. Cuantificar el numero de células por radio con cell counter. Guardar o tomar
una captura de pantalla del conteo con la capa de circulos.

15. Armar un power point con esta informacion.

16. Seleccionar la linea straight para medir la distancia a la que esta la célula mas
lejana del circulo mas grande, nombrar como distancia maxima y anotar en un
excel.

17. Sobre el video, determinar el tiempo post estimulo en el que la primera y la
Gltima célula se activaron y nombrar como t1 = tiempo de ultima célula y to =
tiempo de primera célula.

18. Dividir la distancia maxima entre la diferencia de tiempos, anotar en un Excel.

19. Repetir para cada video y hacer la estadistica.
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APENDICE VII. Andlisis del area bajo la curva.

1. Abrir el video original en image J.

2. Quitar ruido de fondo y restar la sefial de la primera imagen y guardar con
nombre diferente.

Abrir el ROI correspondiente al archivo.

Aplicar measure para obtener las intensidades promedio de los blancos de las
células dentro de los ROIs con mean, desactivar el resto.

Guardar los archivos en formato .xIs 0 mas actual.

Graficar en Excel todas las columnas correspondientes a cada célula, en cada
rengléon se encuentra el valor numérico promedio de la intensidad de la
fluorescencia, siendo la primera columna el tiempo para cada numero.

Borrar el primer renglén que estar en ceros.

8. Determinar los primeros 15 s, como minimo, de los trazos y asegurarse de que
no hay incrementos de sefal.

9. Hacer un promedio de los numeros de esas 15 celdas en el Excel y colocar el
namero justo al final de cada columna de cada célula.

10. Aplicar la férmula AF = AF/F, en formato de hoja de calculo en las siguientes
columnas en blanco numeradas en el mismo orden, ejemplo = (C1-
$C$300)/$C$300.

11. Aplicar enter para toda la columna.

12. Repetir el proceso para cada columna.

13. En la siguiente columna limpia, aplicar un promedio por cada renglén de todas
las columnas con los valores normalizados para cada archivo Excel para armar
los trazos promedio representativos.

14. Instalar anaconda 2 y spyder 5.2.2.

15. Abrir el script graficasv2.py en sypder.

16. Modificar las lineas de la direccion de origen del video, nUmero de los segundos
gue se tomaran para normalizar y la direccién de carpeta de salida.

17. Correr el script y recolectar los resultados.
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18. Cada gréfica muestra los picos que se tomaron en cuenta para calcular el area
bajo la curva.

19. Elegir uno de los dos métodos trapezoide o Simpson para hacer estadistica.
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