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1. Resumen

Dentro de las patologias mas devastadoras de la nifiez, se encuentra el trastorno del
espectro autista (TEA), el cual engloba un amplio rango de niveles de discapacidad y
sintomas que pueden presentarse en personas que lo padecen. El TEA esta

considerado dentro de los trastornos del desarrollo neuronal prenatal y posnatal.

Se ha reportado que la cepa murina C58/J tiene un alto nivel de estereotipos motores,
baja capacidad social, hiperactividad e incluso posibles patrones de comportamiento
repetitivo, asi que ha sido usada como un modelo animal de autismo. Estas conductas
anormales podrian estar relacionadas con cambios en la plasticidad cerebral, y por

ende, con modificaciones en la dinamica del citoesqueleto neuronal.

El objetivo de este estudio fue analizar las diferencias en la expresion de las proteinas
de citoesqueleto: a-tubulina, B-actina, y de las proteinas asociadas a microtubulos: Tau

y MAP2A en la cepa murina C58/J con fenotipo autista.

Se determind el contenido de las proteinas en la corteza prefrontal e hipocampo de
raton por medio de la técnica de Western Blot, ya que estas estructuras cerebrales han
sido asociadas a la neuropatologia del TEA. Se evaluaron tres isoformas de Tau, de
80, 60 y 30 kDa, ademas de su forma fosforilada (residuo serina 396). El contenido de
la isoforma de Tau de 80 kDa, al igual que el de la isoforma de 60 kDa y su forma
fosforilada, fue significativamente menor en la corteza prefrontal de los ratones autistas,
en comparacién con la cepa silvestre (C57 BL/6). No se encontraron cambios
significativos en la expresion de la isoforma de Tau y fosfo-Tau de 30 kDa en ninguna
de las dos estructuras de la cepa autista. Por otra parte, la expresién de la proteina
asociada a microtubulos MAP2A, fue menor en la cepa autista, tanto en corteza
prefrontal como en hipocampo. Mientras que el contenido de las proteinas a-tubulina y
B-actina no difirid6 entre las dos cepas en ninguna de las regiones cerebrales

estudiadas.




Se observaron variaciones en el contenido de las isoformas de Tau (30 y 60 kDa) entre
la corteza prefrontal y el hipocampo de la cepa silvestre, sin embargo, estas diferencias
no se encontraron en las areas cerebrales de los ratones autistas.

Estos resultados sugieren un posible desbalance en la dinamica del citoesqueleto, que
indicaria alteraciones en la plasticidad neuronal de la corteza prefrontal e hipocampo,

cuyo dafo podria estar relacionado con la conducta atipica de estos ratones.




2. Introduccion

Dentro de las patologias mas devastadoras de la nifiez, se encuentra el trastorno del
espectro autista (TEA), el cual engloba un amplio rango de niveles de discapacidad y
sintomas que se pueden presentar en personas que lo padecen (DiCicco-Bloom et al.,
2006; Bourgeron, 2015; Wegiel et al., 2010). Actualmente el TEA esta considerado

dentro de los trastornos del desarrollo neuronal prenatal y posnatal (DSM-5, 2014).

La prevalencia del TEA ha ido aumentando desde el primer estudio epidemiolégico
realizado en 1966, probablemente en parte, por los cambios hechos en los conceptos
y criterios de diagndstico, e incluso por el incremento de los factores de riesgo (Lai et
al., 2014). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha revelado que el TEA se
presenta sin distincién en todos los grupos étnicos y raciales, con una prevalencia de
1 caso por cada 160 personas, lo cual podria indicar que el 0.6% de la poblacion global
sufre este padecimiento (World Health Organization, 2013). Sin embargo, se ha
reportado que los nifios son mas susceptibles a desarrollar este desorden que las nifias
(Lai et al., 2015).

Se ha encontrado una amplia variedad de genes asociados con el autismo, muchos de
ellos involucrados con las funciones plasticas del cerebro. La mutacién de estos genes
podria influenciar la estructura y el volumen de las sinapsis a diferentes niveles, ya que
codifican para proteinas involucradas en la remodelacién de cromatina, la transcripcion
geénica, la sintesis y degradacion de proteinas, en la transmision sinaptica y en la

dinamica del citoesqueleto (Bourgeron, 2015).

Por lo anterior, una de las causas del TEA puede involucrar anormalidades en el
desarrollo cerebral asociadas a alteraciones en los componentes del citoesqueleto y el
rearreglo del mismo, afectando asi la neuritogénesis, la elongacién de axones, la

formacion de dendritas, y en si, la conectividad sinaptica.




Dentro de los componentes mas importantes del citoesqueleto se encuentran las
proteinas tubulina, actina, y la familia de proteinas asociadas a microtubulos (MAPSs)
que incluye a las proteinas Tau y MAP2A (Hansberg-Pastor et al., 2015).

Actualmente, los modelos murinos son de gran utilidad para estudiar la neuropatologia
del TEA. Se ha reportado que la cepa murina C58/J tiene un alto nivel de estereotipos
motores, baja capacidad social, hiperactividad e incluso posibles patrones de
comportamiento repetitivo, asi que ha sido usada como un modelo animal de autismo
(Argyropoulos et al., 2013; The Jackson Laboratory). Las diferencias en el
comportamiento de los ratones C58/J, podrian estar relacionados con cambios en la
plasticidad neuronal, y estos, con modificaciones en la dinamica del citoesqueleto

neuronal.




3. Antecedentes

3.1 Trastorno del espectro autista (TEA)

3.1.1 Definicion

Segun el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-5, 2014),
los trastornos del neurodesarrollo se refieren a un conjunto de afecciones que tienen
su inicio de manera precoz en el periodo de desarrollo, produciendo deficiencias en el
funcionamiento personal, social, académico u ocupacional del sujeto que lo padece. En
este grupo de trastornos se encuentra el Trastorno del Espectro Autista (TEA).

El autismo esta dentro de las patologias mas devastadoras de la nifiez y se refiere a
un grupo de desordenes del neurodesarrollo muy heterogéneo tanto en el aspecto
clinico como etioldgico, que colectivamente se ha hecho llamar “Trastorno del Espectro
Autista” (TEA), el cual engloba un amplio rango de niveles de discapacidad y sintomas
que pueden presentarse en personas que lo padecen (DiCicco-Bloom et al., 2006;
Bourgeron, 2015; Wegiel et al., 2010).

Fue descrito por primera vez en 1943 en EUA, por Leo Kanner en su escrito “Trastornos
Autistas del contacto afectivo” donde estudié a once nifios (ocho nifios y tres nifias) que
“habian venido al mundo con una discapacidad innata para formar el contacto afectivo
con la gente, provisto de manera usual y biolégica” (Kanner, 1943). En 1944, en Austria,
Hans Asperger publico “La psicopatia autista en la infancia” describiendo a otros cuatro
nifios con sintomas autistas (Lyons et al., 2007). Sin embargo, no fue hasta el afio de
1980 cuando su estudio tomd relevancia fuera del ambito de la neuropsiquiatria,
cuando estudios en gemelos revelaran que el autismo era un desorden con elevados
indices de heredabilidad (Miles, 2011).

Actualmente el TEA esta considerado dentro de los trastornos del desarrollo neuronal
prenatal y posnatal (DSM-5, 2014).




3.1.2 Epidemiologia

La prevalencia del TEA ha ido aumentando desde el primer estudio epidemiolégico
realizado en 1966 por Lotter, V. (4.5 casos por cada 10’000 habitantes), probablemente
en parte, por los cambios hechos en los conceptos y criterios de diagndstico, e incluso

por el incremento de los factores de riesgo (Lai et al., 2014).

A continuacion se presentan algunos estudios epidemiologicos de autismo, publicados
a partir del ano 2000, indicando la prevalencia del trastorno sugerida.

Baird et al., 2006: 3.8/1°000; Ouellette-Kuntz et al., 2006: 2.8/1°000; Glasson et al.,
2008: 6/1°000; Centers for Disease Control and Prevention, 2008: 11.3/1°000; Idring et
al., 2012: 11.5/1°000; Saemundsen et al., 2013: 12/1°000.

En 2013, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), establecié que el TEA se
presenta sin distincion en todos los grupos étnicos y raciales, y con una prevalencia de
1 caso por cada 160 personas, lo cual podria indicar que el 0.6% de la poblacién global
sufre este padecimiento (World Health Organization, 2013).

Por su parte, el reciente analisis de resultados de diferentes estudios epidemiolégicos
realizado por Robinson-Agramonte, 2015, sugiere que la prevalencia actual del autismo
es de aproximadamente 69 casos por cada 10’000 habitantes, que se traduce en 1
persona por cada 145 habitantes con diagndstico de TEA, sefialando que este
estimado representa un promedio, y que existe una substancial variabilidad entre los

criterios de cada estudio.

En México, en el 2010, la Clinica Mexicana de Autismo A.C, en Ledn, Guanajuato,
realizé un estudio de prevalencia en 5000 nifios de 8 afios de edad. Con base en este
estudio se estimo que 1 de cada 300 nifos tenian diagndstico de TEA en México, con
una probabilidad aproximada de 115 mil niflos con autismo en el pais (Secretaria de
Salud, 2015).




Estudios actuales muestran que el autismo afecta de 4 a 5 veces mas al sexo
masculino, aunque esta diferencia disminuye en individuos con discapacidad intelectual
(Lai et al., 2015). También existen reportes contradictorios, mencionando una
proporcion de prevalencia menor (2-5:1) y sin asociacion con la capacidad intelectual
(Kim, Y.S. et al., 2011).

Se han propuesto varios factores que podrian predisponer en mayor proporcién a los
varones al TEA, dentro de los cuales se encuentran: mecanismos genéticos como la
sobreexpresion de genes cromosomales por monosomia o polisomia, genes ligados al
cromosoma Y, expresion especifica de genes ligados al cromosoma X, mosaicismo,

inactivacion sesgada del cromosoma X, e impronta materna (Schaafsma et al., 2014).

3.1.3 Diagnéstico

Hoy en dia el Manual Diagnostico y Estadistico de Trastornos Mentales sigue siendo
el estandar para el diagnostico de TEA. Su ultima actualizacion fue la 5ta edicion en
2014 (DSM-5, 2014), donde especifica que el diagndstico de TEA al presente engloba
a: 1) el trastorno autista (TA) (antes llamado autismo de la primera infancia, autismo
infantil, autismo de Kanner, autismo de alto funcionamiento o autismo atipico), 2) el
Sindrome de Asperger (SA), 3) el trastorno desintegrativo de la infancia (TDI) y 4) el

trastorno generalizado del desarrollo no especificado (TGD-No especificado).

A continuacion se presenta la Tabla 1, que incluye las caracteristicas principales del
TEA segun el criterio del DSM-5 (2014), asi como otros comportamientos atipicos

frecuentes.




Tabla 1. Caracteristicas principales del trastorno del espectro autista. Tomada de Lai et al., 2014.
*Contiene informacién reproducida de la DMS-5, 2014.
D pales de A
Caracteristicas bajo el criterio de DSM-5 Especificaciones
» Déficits persistentes en la comunicacion e | Déficits en la reciprocidad social-emocional.
interacciones sociales a través de | Déficits en los comportamientos comunicativos no-
muiltiples contextos verbales utilizados para la comunicacidn social.

Déficits en el desarrollo, mantenimiento y entendimiento
de las relaciones interpersonales.

» Patrones de comportamiento repetitivos | Movimientos motores estereotipados, uso repetitivo de
o intereses o actividades restringidas | objetosy lenguaje.
(RRBs: Restricted and repetitive | Insistencia en lo mismo. Inflexibilidad o adherencia a
behaviors). rutinas, o patrones ritualizados de comportamiento
verbal y no- verbal.
Intereses altamente restrictivos o fijaciones.
Hiper-reactividad o hipo-reactividad a impulsos
sensoriales o intereses inusuales en aspectos sensoriales
del ambiente.

Caracteristicas asociadas Especificaciones
(no incluidas en el criterio de DSM-5)
> Desarrollo atipico del lenguaje En edades < 6 afios: desviaciones o retrasos en la

comprension. Dos tercios de los pacientes presentan
dificultad con la expresion fonoldgica o gramatica.

En edades > 6 afos: desviaciones pragmaticas,
semanticas y  morfolégicas, con articulacion
relativamente intacta y sintaxis.

» Anormalidades motoras Retraso motor: hipotonia, catatonia, déficits en Ia
coordinacién, en la preparacién y planeacion de
movimientos, en la practica de éstos, al caminar o en el
equilibrio.

> Excelente atencién al detalle

Cabe senalar que una vez establecido el diagndstico de TEA, éste puede darse ligado
a una afeccion médica, genética, o un factor ambiental conocido, es decir, cuando el
paciente presenta conjuntamente otros padecimientos asociados, como por ejemplo:
sindrome de Rett, sindrome de X fragil, esclerosis tuberosa, epilepsia, algunos
antecedentes de exposicion ambiental como valproato, sindrome alcohdlico fetal, etc.
(DSM-5, 2014).




En la Tabla 2 se anexan algunas de las afecciones comodrbidas comunmente

presentadas conjuntamente con TEA.

Tabla 2. Padecimientos comorbidos presentados frecuentemente en pacientes con TEA.

*Informacién tomada de Lai et al., 2014.

Padecimiento Proporcion de individuos afectados

con autismo

Discapacidad intelectual ~45%
Epilepsia 8-30%
Problemas gastrointestinales 9-70%
Desbalance inmune >38%

Sindromes genéticos

Sindrome de X fragil 21-50%

Sindrome de Rett La mayoria tienen caracteristicas autistas,
pero presentan un perfil diferente al

autismo idiopatico.

Esclerosis tuberosa 24-60%
Sindrome de Down 5-39%
Fenilcetonuria 5-20%
Sindrome de CHARGE** 15-50%
Sindrome de Angelman 50-81%
Sindrome de Timothy 60-70%
Sindrome de Joubert ~40%
Desdrdenes de suefio 50-80%
Ansiedad 42-56%
Conducta agresiva <68%
Conducta auto lesiva <50%

*CHARGE: coloboma (C), malformaciones cardiacas (H), atresia de coanas (A), retraso
psicomotor y/o en el crecimiento (R), hipoplasia de genitales (G), malformaciones auriculares y/o
sordera (E).




3.1.4 Etiologia del TEA

La etiologia del autismo es muy compleja, primero, por el gran espectro de sintomas
que se toman en cuenta para su diagnoéstico, lo que implica un amplio rango de
mecanismos patoldgicos involucrados, la mayoria de los cuales, actualmente, se
desconocen.

Se han propuesto y estudiado varias teorias que incluyen como causa: dafios en el
desarrollo perinatal, algunas condiciones médicas como el sindrome de X fragil,
esclerosis tuberosa, fenilcetonuria (entre otras), ademas de algunos mecanismos

inmunologicos (Trottier et al., 1999).

Aunque en el TEA se comparten perfiles perceptuales, cognitivos y conductuales, estos
se pueden manifestar a través de diferentes condiciones del neurodesarrollo que

surgen también de diversas causas genéticas (Bertone et al., 2010).

Actualmente, se han asociado una gran cantidad de genes con TEA, y varios de ellos
parecen tener un papel en la plasticidad sinaptica. También se han identificado genes
de riesgo para el autismo, involucrados con la regulacion de la actividad neuronal, ya

sea modulando el numero de sinapsis o la fuerza de éstas (Bourgeron, 2015).

3.1.4.1 Genética del TEA

Como ya ha sido mencionado, uno de los factores mas importantes en la etiologia del
TEA, es la carga genética, ya que el trastorno se presenta en hermanos con un

promedio de 20-25 veces mayor que en la poblacion en general (Lauritsen et al., 2005).

Hay tres evidencias contundentes de la etiologia genética del autismo: los estudios en
gemelos, comparando los gemelos monozigéticos (concordancia 82-92%) con los

dizigéticos (concordancia >20%); estudios de familia en parientes de primer grado
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(recurrencia de 5-20%) comparado con la poblacién en general (recurrencia 1%); y
estudios de sindromes genéticos que comparten ciertos aspectos del diagndstico para
autismo (Geschwind, 2011; Huguet et al., 2013).

Sin embargo, los mecanismos genéticos involucrados en el TEA son muy complejos y
heterogéneos, siendo esto reflejado en la expresion de diversos sintomas y diferente

grado de severidad del desorden (Pisula et al., 2015).

Varios estudios indican que los sujetos con autismo presentan un incremento en la
frecuencia de variaciones en el numero de copias de regiones particulares en el
genoma (CNVs: Copy-number variations), comparado con personas normales,
sugiriendo la existencia de una inestabilidad genémica en un gran numero de casos.
Estas CNVs anormales afectan varios loci involucrados en el desarrollo de sinapsis,
orientacion de axones y motilidad neuronal, siendo encontrados en aproximadamente
5-8% de los casos de TEA (Persico et al., 2013).

Segun Bourgeron (2015), en aproximadamente 17-60% de los pacientes con TEA, se
han identificado mas de 1000 polimorfismos de un sdélo nucleétido (SNPs: Single
nucleotide polymorphism), que aunque se pueden considerar como variantes comunes,

es claro que tienen contribucién en el trastorno.

Las siguientes tablas muestran una recopilacion de las alteraciones genéticas mas
documentadas en el TEA (Tabla 3) y asociadas con otros sindromes comorbidos (Tabla
4).




Tabla 3. Mutaciones genéticas mas frecuentes en pacientes con TEA.

Proteina

Moléculas de adhesion celular (CAMs)

Funcién

CNV/
SNP/Mutacién

[Ref]

NLGN3 Neuroligina 3 Apoyo de la formacién de sinapsis tanto inhibitorias R451C [126]
como excitatorias; anclaje para proteinas de

NLGN4 Neuroligina 4 andamiaje. -355G>A, T787M,

Exo6n 4 del [126]

NRXN1 Neurexina 1 Encontrada principalmente en las terminales CNV, S14L, R8P,
postsindpticas como molécula de unién a Neuroligina; L13F, c1024 +1
regulacién de receptor NMDA postsindptico. G>A, T665I, E715K

[59,126]

SHANK3 SHANK3 Proteina de andamiaje abundante en la densidad CNV,142-800 kb
postsindptica donde interactda con neuroliginas; tiene del, E409X,R12C,
dominios de interaccidn para los receptores de A198G, G1011V
glutamato y proteinas regulatorias de actina. [59,126]

CDH8 Cadherina 8 Mantenimiento de interacciones homofilicas para CNV
apoyar la adhesion celular en las sinapsis excitatorias e [123]

PCDH9 Protocadherina 9 inhibitorias CNV

[17]

CNTNAP2 Proteina asociada a contactina Molécula de adhesion celular de la familia de las CNV, rs7794745
like-2 neurexinas en sistema nervioso. [59, 5]

ITGB3 Subunidad B3 de Integrina Adhesidn celular y sefializacidn celular mediada por rs5918

superficie. Codifica para la glicoproteina Illa que forma [105]
la subunidad beta del receptor membranal adhesivo de
plaguetas. Asociado con niveles séricos de serotonina

en TEA.

Receptores/Transportadores sinapticos
Subunidad 2 del receptor Transporte de principal neurotransmisor excitatorio: rs2227281,

GRIK2 (GLUR®6) ionotropico de glutamato tipo glutamato, involucrado directamente en funciones rs2235076
kainato cognitivas como memoria y aprendizaje. [48]

GRIN2A Papel en la potenciacién de larga duracidon (LTP: Long rs1014531
Subunidad 2A del receptor term potentiation); incremento en la eficiencia de la [120]
ionotrépico de glutamato tipo transmision sinaptica involucrada en procesos de
NMDA. memoria y aprendizaje. Relacionado con epilepsia focal

y trastorno del habla.

GABRB3 Subunidad B3 del receptor de Regulacién inhibitoria sindptica por transporte de rs25409
GABA tipo A GABA [44]

OXTR Receptor de oxitocina Receptor acoplado a proteina G para oxitocina; rs2254298

activacion de via fosfatidilinositol-calcio como segundo | [78]
mensajero.

SLC6A4 Transportador de serotonina Transporte del neurotransmisor serotonina desde los rs1042173;
espacios sindpticos hacia las neuronas presinapticas; rs140700;
reciclaje de serotonina. rs2066713,

SHTTLPR
[105, 60]
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Involucrados en la remodelacion de cromatina y regulacién génica

MECP2 Proteina 2 de union a metil Constituyente de la cromatina neuronal, cuyo papel es IVS2 + 2delTAAG,
CpG la represion transcripcional. Asociado a sindrome de R133C, R453X,
Rett e impacto en el nivel de expresion de UBE3A 'y c.1461 G>A
GABRBS3. [126, 135]
HOXA1 Homeobox Al Primer gen en ser expresado durante la embriogénesis; | c.84 C>G, 175-
necesario para el desarrollo apropiado del tallo 176insG
cerebral, cerebelo, varios nervios craneales, oido [126]
medio e interno, y huesos hioides y occipitales.

PTEN Homdlogo de fosfatasa y Supresor de tumor que favorece el arresto del ciclo HI93R, D252G,

tensina celular en G1 y apoptosis, equilibrando la proliferacién F241S, 520insT,
celular. Inhibidor de via de sefializacion PI3K/mTOR. R130X, E157G,
Relacionado con macrocefalia. L139X, IVS6-3C>G
[126]

EIF4E Factor de inicio de la Papel esencial en la traduccién proteica al final de la 46,XY,t(4,5)(923;q

traduccion eucariota 4E via de sefializacion mTOR. Relacionado con regresiéon 31.3)
del lenguaje. [126]

EN2 Engrailed homeobox 2 Proteina de homeodominio implicada en la formacion rs3735653,
del patrén durante el desarrollo del sistema nervioso rs3824068,
central. rs2361688

[157]

MET Protooncogen MET ( Receptor Receptor pleiotrdpico con actividad tirosina cinasa; rs1858830
tirosin-cinasa del factor de regulacién de sefializacion de HGF (factor de [27]
crecimiento de hepatocitos) crecimiento de hepatocitos); esencial para desarrollo

cerebral y cicatrizacion de heridas.

Relacionados con la homeostasis de calcio

CACNA1C Canal Cav 1.2. voltaje tipo L Participacion en homeostasis de calcio durante las G406R
cerrado por Ca2+ sinapsis. [126]

Mutaciones incrementan riesgo de epilepsia.

CACNAILF Canal Cav 1.4 voltaje tipo L (CACNA1C relacionado a sindrome de Timothy) 1745T
cerrado por Ca2+ [126]

KCNMA1 Canal activado por calcio y A138V
potasio alfa 1 subfamilia M [126]

SCN2A Subunidad 2 a del canal de R1902C
sodio cerrado por voltaje [126]

Moléculas involucradas en la migracién neuronal

RELN Relina Proteina de matriz extracelular secretada critica parala | rs362691,

migracion neuronal en varias regiones cerebrales rs736707
durante el desarrollo. [142]




Tabla 4. Mutaciones genéticas en pacientes con TEA asociadas con otros sindromes comérbidos.

*Informacién tomada de Persico et al., 2013.

Genes implicados tanto en TEA como en otros sindromes comérbidos

(Ubiquitina proteina
ligasa E3A)

ubiquitinacién.

Gen y proteina Funcién Sindrome Incidencia del Incidencia de TEA
sindrome en TEA en el sindrome

FMR1 Asociada a polisomas; Sx de X fragil 2.10% 18-33%

(FMRP: Proteina de participacién en el trafico

retraso mental de X de mRNA del ndcleo al

fragil 1) citoplasma.

TSC1, TSC2 Posible rol en el transporte | Esclerosis tuberosa 1-4% (8-14% 25-60%

(tuberina 'y vesicular y como supresor Si se presentan

harmatina) de tumor. convulsiones)

NF1 Regulador negativo de la Neurofibromatosis tipo 1 <1.4% 4%

(neurofibromina 1) via de sefializacion de ras

PAH Esencial en el catabolismo Fenilcetonuria 5-20% [95] 5.70%

(fenilalanina de fenilalanina

hidroxilasa)

ADSL Esencial en el metabolismo | Deficiencia de Adenilosuccinato <1% 80-100%

(adenilosuccinato de purinas liasa

liasa)

UBE3A Esencial en el sistema de Sx de Angelman <1% 50-81%

3.1.4.2 Anormalidades anatémicas y neurobioldgicas del TEA

La etiologia neuropatoldgica del autismo sigue sin ser esclarecida, sin embargo, varias
investigaciones que han ligado regiones neuroanatdomicas especificas con procesos
sociales y emocionales tanto en sujetos normales como con pacientes autistas, han
permitido el desarrollo de diferentes hipotesis respecto a las bases neuroldgicas de los
impedimentos sociales encontrados en el TEA (Munson et al., 2006), como diferencias
en el volumen total del cerebro o sélo en algunas areas como la amigdala, hipocampo,
corteza y cerebelo; un aumento especifico de la materia gris o blanca y alteraciones en

la estructura minicolumnar de la corteza, por mencionar algunas (Amaral et al., 2008).
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l. Regiones cerebrales relacionadas con funciones alteradas en el TEA

Se han observado muchas areas cerebrales implicadas en el comportamiento social,
dentro de las cuales se encuentran regiones del I6bulo frontal, la corteza frontal
superior, la corteza parietal y la amigdala. En lo que respecta a la funcién del lenguaje
se ha reportado estar relacionada con areas a lo largo de varias regiones corticales y
subcorticales, ademas del area de Broca en el giro frontal inferior, algunas regiones de
la corteza motora suplementaria, y el area de Wernicke. Por su parte, los estereotipos
motores y comportamientos repetitivos (RRBs) han sido relacionados con la corteza

orbitofrontal y el nucleo caudado (Amaral et al., 2008).

Enseguida se presenta la Tabla 5 con las caracteristicas principales del TEA y su

asociacién con diferentes regiones cerebrales.

Tabla 5. Regiones cerebrales asociadas con las caracteristicas del TEA. Tomada de Amaral et al.,
2008.

Impedimento social Déficits en la comunicacién Comportamientos repetitivos
Corteza orbitofrontal Giro frontal inferior (drea de Broca) Corteza orbitofrontal

Corteza cingulada anterior Surco temporal superior Corteza cingulada anterior
Giro fusiforme Area motora suplementaria Ganglios basales

Surco temporal superior Ganglios basales Télamo

Regiones de neuronas especulares Sustancia nigra

de la amigdala

Giro frontal inferior Téalamo

Corteza parietal posterior Nucleo pontino
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Il. Diferencias en el volumen cerebral

En un contexto general, se han reportado dos clases de anormalidades volumétricas
neuroanatomicas en el TEA. La primera implica un cerebro autista de mayor tamano
comparado con el de un niflo promedio normal, segun estudios reportados por Piven
et al., 1995; Davidovitch et al., 1996; Lainhart et al., 1997 y Bailey et al., 1998. La
segunda implica alteraciones focales en el volumen, es decir, una reduccion en el
tamafo solo de ciertas regiones cerebrales como el hipocampo y amigdala; o por el
contrario, un aumento en la densidad celular, como ha sido reportado para el I6bulo
temporal medial, de acuerdo con investigaciones de Bauman et al., 1995; Aylward et
al., 1999, y Courchesne et al., 1994; Herbert et al., 2003.

El tamano del cerebro se ha definido usando la circunferencia de la cabeza (el cual en
la nifez temprana, es un indicador confiable del volumen cerebral), calculos
volumétricos utilizando imagenes por resonancia magnética (IRM) y estudios post-
mortem del peso del cerebro. Diferentes investigaciones de Courchesne et al., (2001,
2004, 2005) han revelado que durante la nifiez temprana, el volumen del cerebro en el
TEA muestra un aumento anormal, pero esta diferencia disminuye en algun punto,
durante la misma nifiez o0 en la adolescencia. A su vez, se ha observado que al
momento del nacimiento, la circunferencia de la cabeza de nifios con autismo es
normal; sin embargo, entre los tres y cuatro afos, el tamafo del cerebro excede el
promedio normal aproximadamente en un 10%, con base en estudios de IRM in-vivo
(DiCicco-Bloom et al, 2006).

lll. Anormalidades en diferentes areas cerebrales

Varios casos de autismo han mostrado un incremento en la densidad celular y un
volumen reducido en areas como el hipocampo, subiculo, amigdala, y aunque menos

frecuente, en la corteza entorrinal, en los cuerpos mamilares y en el nucleo septal. Este
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patron de acomodamiento de neuronas cercano y compacto, con arborizaciones
dendriticas limitadas, es similar al tipicamente observado durante las etapas tempranas
del desarrollo cerebral, reflejando posiblemente caracteristicas de un cerebro inmaduro
(Palmen et al., 2004).

Se han reportado muchas otras areas cerebrales alteradas en estos pacientes, siendo

a continuacion presentadas las mas frecuentes.

llla. Hipocampo

El hipocampo representa un elemento importante en el procesamiento atipico de
ciertos tipos de informacion visto en individuos con TEA.

Tiene una estructura laminar de tres capas: molecular, piramidal y polimérfica. La capa
piramidal a su vez esta formada por dos estratos: el piramidal, dividido en los campos
CA1, CA2, CA3 y CA4 e hilus, donde se encuentran las células piramidales; y el
radiado, donde estan las dendritas apicales de las células piramidales (Alcaraz, 2001).
Es un area cerebral clave para el aprendizaje y memoria espacial. Se sabe que muchas
de las sinapsis dentro del hipocampo son modificadas como resultado de la experiencia

y de los tipos de aprendizaje espacial y asociativo (Treves et al., 1994).

El grupo de Raymond y colaboradores (1996), demostrd un decremento del tamanio del
soma en las neuronas de la regidbn CA4, y una complejidad reducida de las
ramificaciones dendriticas de las células piramidales tanto en la region CA4 como en

la CA1, en el hipocampo de nifios autistas.




g

Figura 1. Representacién esquemaética de las regiones del hipocampo humano. Modificado de

Duvernoy et al., 2013.

Ademas, se ha observado que en niflos con TEA, tengan o no retraso mental, se
presenta un incremento en el volumen hipocampal derecho, al compararlo con los nifios
control con desarrollo normal. Los nifios con autismo pero sin retraso mental también
han registrado este aumento de volumen en el area hipocampal izquierda. Sin
embargo, se ha visto que el tamafo del hipocampo no varia al llegar a la adolescencia,
sugiriendo un patrén anormal en esta estructura que persiste a lo largo de la nifiez y

juventud (Schumann et al., 2004).




llib. Cuerpo calloso

Por otra parte, algunas investigaciones de Egaas et al., 1995 y Harden et al., 2000, han
reportado un contrastante decremento en el volumen del cuerpo calloso de nifios
autistas comparado con nifios control, sin embargo, otros autores no han encontrado
estas diferencias, reflejando nuevamente la heterogeneidad del TEA.

Estas alteraciones en el cuerpo calloso son de interés debido a sus implicaciones
potenciales en las conexiones interhemisféricas anormales en el autismo (Boger-
Megiddo et al., 2006).

llilc. Amigdala

También se tiene evidencia de que existe una asociacién entre el impedimento social,
como anormalidades en el procesamiento de emociones faciales y conductas sociales

no-verbales, y la estructura amigdalar en el autismo (Nacewicz et al., 2006).

Segun el estudio de IRM de Schumann et al., 2004, la amigdala inicialmente parece
ser mas grande de lo normal en los nifios con autismo, pero no sufre el mismo aumento
de volumen que esta relacionado con la edad preadolescente que se produce en los

nifios con desarrollo tipico (Boger-Megiddo et al., 2006).

llid. Cerebelo

Se sabe que el cerebelo conecta con muchas estructuras corticales y subcorticales en
los hemisferios cerebrales, y que actua como modulador de funciones cognitivas, de

lenguaje, motoras, sensoriales y emocionales asociadas con estas regiones, por lo cual
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sus anormalidades se podrian relacionar con varias caracteristicas clinicas en sujetos

con autismo (Fatemi et al., 2012).

Se ha encontrado que en el cerebelo de pacientes con TEA hay una densidad de
células de Purkinje reducida, y en contraste, se ha observado un incremento en su

tamano en los pacientes autistas a través de estudios con IRM (Amaral et al., 2008).

llle. Corteza

Tiempo atras se pensaba que la corteza cerebral de los pacientes con autismo, en la
mayoria de los casos, era cualitativamente similar a la de los individuos con un
desarrollo normal, sin embargo, en la actualidad, el estudio cuantitativo de esta area
ha revelado una variedad de alteraciones en su organizacion, incluyendo un incremento
en la densidad de columnas corticales, aumento en el grosor cortical, altas densidades
neuronales, neuronas supernumerarias en la capa molecular, pequefias areas de
desorganizacion neuronal, pobre diferenciacién en el limite entre la materia gris y
blanca, y heterotopias neuronales (acumulos de neuronas normales de localizacion

anomala) (Hutsler et al., 2009).

llle. 1 Corteza frontal

La corteza frontal desempena algunos roles esenciales en funciones de alto grado
cognitivo, social y emocional, las cuales son realmente deficientes en el autismo.

Estda formada por regiones funcionalmente distintas: corteza motora primaria
(representacién y ejecucidon de movimientos esqueléticos elementales), corteza

premotora (organizacion secuencial de los movimientos elementales en funcién de una
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finalidad concreta) y corteza prefrontal (elaboracion y ajuste de planes de accién tanto

a nivel esquelético como del lenguaje expresivo) (Kolb et al., 2008; Junqué et al., 2009).

Zilbovicius et al., 1995, sugirié una maduracion postnatal retrasada del I6bulo frontal en

ninos con autismo.

También se ha reportado, con estudios de imagenes con tensor de difusion (ITD), que
pacientes autistas presentan una anisotropia fraccional AF (medida del grado de
anisotropia de la difusibn de las moléculas de agua en dado voxel o unidad
tridimensional en el tejido cerebral. Los valores de AF van de 0-1, reflejando el nivel de
organizacion y mielinizacion de fibras conforme el valor de AF aumenta) reducida en la
materia blanca adyacente a los cortices prefrontales (Barnea-Goraly et al, 2004), lo que
podria sugerir alteraciones en la organizacién de axones y dendritas.

Por su parte, Courchesne et al., 2001, ha encontrado un aumento en la materia blanca
de nifios autistas pequenos, 1o que aunado a lo anterior, podria indicar anormalidades

en el desarrollo de neuritas en esta area cerebral.

Se ha observado un aumento en la materia gris del I6bulo frontal en nifios autistas de
2 a3 afos (Courchesne et al., 2001), sin embargo, otro estudio indica que este aumento

también se presenta en adolescentes y adultos con autismo (Hazlett et al, 2006).

También se tiene reporte por el grupo de Bailey et al., 1998; Kemper et al., 1998 y
Belichenko et al.,, 1997, de alteraciones leves de la organizacion Ilaminar,
engrosamiento de la corteza, incremento en la densidad de diferentes tipos celulares,
células mas pequefas, malformaciones menores en la corteza orbitofrontal y marcas

de decremento de la densidad de células piramidales (Carper et al., 2005).

-21-



llle. 2 Corteza prefrontal

La corteza prefrontal es una coleccion de areas neocorticales interconectadas que
recibe proyecciones de todos los sistemas corticales sensoriales, sistemas motores y
otras estructuras subcorticales, como talamo, amigdala, hipocampo, cerebelo y
ganglios basales (Fuster, 1988). Se piensa que tiene un importante papel en el control
cognitivo y en la habilidad de organizar pensamientos y acciones de acuerdo a metas
internas (Miller et al., 2001).

La corteza prefrontal se divide en tres regiones funcionalmente distintas: corteza
prefrontal dorsolateral (organizacion temporal de la conducta), corteza prefrontal medial
o paralimbica (atencion y motivacién dirigida a la accién) y corteza prefrontal orbital
(inhibicion de la interferencia de estimulos sensoriales y tendencias internas que
aparecen en el contexto de estructuracion de la conducta) (Kolb et al., 2008; Junqué et
al., 2009).

Se ha documentado un excesivo numero de neuronas en la corteza prefrontal de
pacientes autistas con un volumen cerebral mayor en comparacion con sujetos control
(Courchesne et al., 2011).

También se ha encontrado un aumento de volumen especifico de la corteza prefrontal

dorsolateral y medial en nifios autistas por debajo de los 5 afios (Carper et al., 2005).

Ademas, Castelli et al.,, 2002; Happe et al., 1996 y Pierce et al., 2004 mediante
numerosos estudios de neuroimagenes, han demostrado una actividad reducida en la
corteza prefrontal de pacientes autistas durante pruebas sociales realizadas, sobre

todo en adolescentes autistas de acuerdo con Silk et al., 2006.

También se tiene reporte de que el gen SLC25A12, que codifica para una proteina
mitocondrial acarreadora de union a calcio involucrada en el intercambio de aspartato
por glutamato a través de la membrana mitocondrial interna, esta sobreexpresado en

la corteza prefrontal de sujetos autistas (Lepagnol-Bestel et al., 2008).
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llle. 3 Densidad de espinas dendriticas en las capas corticales

La corteza también puede dividirse en capas que pueden distinguirse por el tipo,
densidad, y disposicidon de las células. La capa | molecular o la mas superficial, es una
red densa de fibras nerviosas orientadas tangencialmente, junto con algunas células
horizontales de Ramén y Cajal. La capa Il o granular externa, esta compuesta por
células piramidales y células estrelladas. La capa lll piramidal externa, como bien su
nombre indica, esta formada de células piramidales, seguida de la capa IV o granular
interna compuesta por células estrelladas muy compactas. La capa V ganglionar, o
bien, la piramidal interna contiene células piramidales grandes y de tamano intermedio,
células estrelladas y células de Martinotti. Mientras que la ultima capa multiforme o VI,
consiste en células fusiformes (pueden ser piramidales modificadas de cuerpo
triangular u ovoide) (Snell, RS., 2007).
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Figura 2. Citoarquitectura de la corteza cerebral. A) Neocorteza con tinciéon de Nissl. B)
Representacion esquematica de las capas corticales y sus principales eferencias y aferencias.
Modificado de Carpenter M., 1994 y Purves et al., 2007.




Segun un estudio de Hutsler et al. (2009), hay alteraciones en la densidad espinal en
las diferentes capas corticales en individuos con TEA, reportando una mayor densidad
de espinas en pacientes autistas comparados con individuos control, siendo mas
elevada en la capa cortical Il, tanto en la region parietal como en la temporal y frontal.
Las espinas que cubren las arborizaciones dendriticas de las células piramidales tienen
un papel de suma importancia como apoyo de las conexiones excitatorias.

La alta densidad espinal encontrada en la capa Il, podria estar asociada con el proceso
de maduracién prolongado de las capas corticales superficiales que ocurre durante el
periodo postnatal, ya que las espinas dendriticas primero sélo aparecen en las capas
corticales profundas en el periodo prenatal (Koenderink, et al., 1995). Las células
piramidales de la capa |l estan predominantemente involucradas en la interconectividad

entre regiones corticales dentro de un hemisferio (Hutsler et al., 2009).

En personas con un desarrollo normal, entre los 12 y 36 meses de edad, la densidad
espinal alcanza un maximo, que es seguido de un declive en el numero de éstas, lo
cual esta asociado a una “poda” de conexiones no usadas y el establecimiento de
nuevas redes corticales maduras, probablemente influenciado por la experiencia y
guiado por el aporte ambiental (Dawson et al., 2000). Asi, se ha sugerido que en
sujetos autistas este proceso de eliminacion de sinapsis puede estar dafiado, lo cual
podria ser atribuible a su incapacidad para procesar la informacién ambiental (Frith,
2004).
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llle. 4 Minicolumnas corticales

Por otra parte, se han detectado irregularidades en el rearreglo minicolumnar en

pacientes con TEA.

Las minicolumnas son los elementos base tanto arquitectéonicos como fisioldgicos de
la neocorteza (definida como la corteza que tiene seis capas celulares o laminas)
(Purves et al.,, 2007). El nucleo minicolumnar comprime los arreglos de las
proyecciones de neuronas piramidales, ademas de que distintas interneuronas
GABAérgicas se acomodan tanto en el nucleo como en la periferia de la minicolumna
para modular la sefalizacién de las neuronas piramidales para el procesamiento de

informacion (Casanova et al., 2006).

La formacion de minicolumnas ha sido asociada con etapas tempranas del desarrollo
cortical cuando las neuronas postmitéticas ascienden en rearreglos lineares a lo largo
del andamiaje radial glial. En el primer afio de vida, hay un dramatico aumento en el
crecimiento de dendritas, pero al llegar a los dos afios de edad, las minicolumnas se
espacian aun mas con una menor densidad celular, mientras que los haces de axones
y dendritas se acomodan entre ese espacio entre minicolumnas, extendiéndose a lo

largo de las diferentes capas corticales (Amaral et al., 2008).

Se ha propuesto que este arreglo minicolumnar podria ser aberrante en el TEA, al
analizar datos preliminares que indican una estructura columnar anormal en la capa Il
con menos espacio entre las minicolumnas, por ende, un incremento en el numero de
ellas, y consecuentemente una mayor densidad celular (Casanova et al., 2006). Las
neuronas piramidales de la capa lll estan involucradas con la interconectividad de

areas corticales en el hemisferio opuesto (Purves et al., 2007).
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llle. 5 Circuito corteza- ganglios basales

Los ganglios basales son un grupo de estructuras subcorticales asociadas con una
funcidn motora. Incluyen al nucleo caudado y putamen (cuerpo estriado), globus
palidus, nucleo subtalamico y la sustancia nigra.

Estos circuitos consisten en multiples vias de retroalimentacion, que involucran
impulsos desde el cuerpo estriado que van a areas motoras primarias y areas corticales
premotoras y prefrontales (Langen et al., 2011). Al recibir proyecciones masivas
provenientes de la corteza prefrontal, sugieren un papel en la planeacién y la cognicion.
Incluso se sabe que en especial el cuerpo estriado tiene conexiones con la corteza
entera que se asocian con la integracion de varios tipos de informacién para planear o

seleccionar una accion (Berns et al., 1998).

Se tiene evidencia de alteraciones en este circuito que involucran la conectividad entre
el nucleo caudado y las areas corticales reportado por Turner et al.,, 2006, y una
conectividad fronto-estriatial atipica descrita por Horwitz et al., 1988, en personas con
autismo comparadas con sujetos control. Estos problemas podrian ser consistes con
el desarrollo y expresion de los comportamientos repetitivos y restringidos (RRBs)
(Lewis et al., 2009). Segun Kanner (1943), los comportamientos repetitivos vy
restringidos (RRBs) conforman a una clase de comportamientos caracterizados por su
alta frecuencia, repeticion en una manera invariante, y deseo por la monotonia
ambiental. La restriccion es aparente en la inflexibilidad y perseverancia en intereses y
actividades. La repeticién se puede manifestar en los estereotipos motores, lenguaje

repetitivo, rutinas y rituales (Leekam et al., 2011).
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3.2 Plasticidad neuronal

3.2.1 Definicion de plasticidad neuronal

La aplicacion de un estimulo en el cerebro puede conducir a cambios de acuerdo a dos
tipos de propiedades neuronales. El primer tipo de cambios surge a partir de la
propiedad de las células nerviosas de reaccionar ante un estimulo o impulso entrante,
llamada excitabilidad. El segundo tipo de cambios se refiere a ciertas transformaciones
funcionales permanentes que surgen en sistemas neuronales particulares, como
resultado de estimulos apropiados, lo que se conoce como plasticidad (Kandel et al.,
2000).

Los cambios plasticos dependen de la regulacién de la expresion de genes, de
modificaciones en la estructura sinaptica, de su funcion, y pueden incluir expansién
dendritica, axonal, y la creacion de nuevas sinapsis. La plasticidad es dependiente de
la actividad cerebral, y predominante tanto en los sistemas sensoriales como en los
motores, ademas de ser requerida en procesos de memoria y aprendizaje (Squire et
al., 2008).

Hay evidencia de plasticidad en las sinapsis quimicas. Las sinapsis quimicas
frecuentemente tienen una notable capacidad para dar lugar a cambios fisioldgicos a
corto plazo (duracién de horas) que incrementan o disminuyen la eficacia de la sinapsis.
Los cambios a largo plazo (duracion de dias) pueden dar origen a mas cambios
fisiolégicos que conduzcan a cambios anatémicos, incluyendo la “poda” de conexiones
existentes, e incluso el crecimiento de nuevas conexiones entre neuronas (Kandel et
al., 2000).
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3.2.2 Papel de las proteinas del citoesqueleto en la plasticidad neuronal

El citoesqueleto de las células neuronales es una estructura agregada formada por tres
clases de proteinas estructurales citoplasmaticas: microtubulos de tubulina,
microfilamentos de actina y filamentos intermedios. Los tres componentes interactuan
entre ellos y con otras estructuras celulares, por lo tanto son dinamicos, y son la base
de la morfologia celular y la plasticidad del tejido nervioso. Por ende, neurofilamentos
junto con otras proteinas como tubulina, proteinas asociadas a microtubulos (MAPSs),
kinesinas, actina y proteinas de union a actina (ABPs), conforman los componentes

claves del citoesqueleto axonal y dendritico (Billingsley et al., 1997).

Espina dendritica
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S - . % Filamentos de actina
MAP2
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Figura 3. Localizacion de las proteinas de citoesqueleto en la neurona. Modificado de Hansberg-
Pastor et al., 2015.




En varios casos el citoesqueleto esta bioquimicamente especializado de acuerdo a un
tipo celular, funcion o etapa de desarrollo en particular. Ademas cada tipo de elemento
del citoesqueleto tiene papeles unicos y esenciales para la funcionalidad del sistema

nervioso (Squire et al., 2008).

Las espinas dendriticas son protuberancias de membrana y son los sitios donde se
lleva a cabo la mayor parte de las sinapsis glutamatérgicas. Se sabe que los cambios
en las espinas dendriticas estan basados en el rearreglo del citoesqueleto. Es por esto
que las espinas contienen una densidad postsinaptica (PSD), una compleja matriz de
receptores postsinapticos, moléculas de sefalizacién y proteinas del citoesqueleto
involucradas en la sefializacién postsinaptica y plasticidad (Kennedy et al., 2005; Sheng
et al., 2007). Se ha reportado que existe una fuerte relacion entre el tamafio de las
espinas y la fuerza de la sinapsis (Hering et al., 2001; Kaufmann et al., 2000; y Newey
et al., 2005) que sugiere un importante mecanismo de remodelacién espinal
involucrado con varios sindromes mentales, los cuales se asocian con una morfologia

espinal alterada (Jaworski et al., 2009).

3.2.2.1 Actina

Actina es una proteina globular de 42 kDa. Es uno de los componentes principales del
citoesqueleto y la proteina mas abundante en la mayoria de los tipos celulares. Puede
existir en forma monomeérica (G-actina), o en diferentes subunidades que se ensamblan
para formar actina filamentosa (F-actina). La transicién de un estado a otro le confiere
flexibilidad y le permite participar en una gran cantidad de procesos celulares, en
colaboracion con las proteinas de unién a actina (ABPs) (Matas-Guadix, 2005).

El ensamblaje y la organizacion de los filamentos de actina es crucial, ya que estos

procesos promueven la division celular, la locomocidn y aseguran la integridad celular.
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El citoesqueleto de actina juega un importante papel en la morfologia de las células
neuronales (Kessels et al.,, 2011), ademas, también participa en la organizacion de
proteinas presentes en la densidad post-sinaptica, asi como en el anclaje de diferentes
tipos de receptores post-sinapticos necesarios para la recepcion del mensaje y la

transmision de la informacion sinaptica (Fregozo et al., 2012).

Se han identificado cuatro genes humanos de a-actina expresados especificamente en
diferentes tipos celulares musculares (esqueléticos, cardiacos, musculo liso vascular,
y entérico). Mientras que se han reportado dos genes de actina no musculares, 3-actina
y y-actina, que estan expresados abundantemente en tejido nervioso. Se han visto
diferencias en la distribucion de los isotipos en neuronas individuales, siendo 3-actina
predominante en los conos de crecimiento, que estan encargados de la extension de

la neurona (Squire et al., 2008).

El control coordinado de actina, microtubulos y proteinas asociadas, es importante para
la formacion del cono de crecimiento y su direccionalidad.

En la periferia de la punta direccional del cono de crecimiento estan localizadas dos
estructuras dinamicas, los lamelipodios y filopodios. Los lamelipodios son
protuberancias grandes, presentadas frecuentemente junto con extensiones de
filopodios, que son estructuras delgadas y tubulares; ambos tienen un importante papel
en la motilidad celular (Korey et al., 2000). Tanto los filopodios como lamelipodios estan
formados principalmente de gruesos haces de fibras de actina, mientras que en la
region central del cono de crecimiento hay microtubulos confinados (Dehmelt et al.,
2004; Bakos et al., 2014).
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Figura 4. Representacion del cono de crecimiento axonal y las formaciones de lamelipodios y

filopodios neuronales. Modificado de Mattila, P. et al., 2008.

Ademas, se ha estudiado que el reordenamiento de actina tiene efectos sobre la
formacion y/o la pérdida de espinas dendriticas, asi como en cambios morfolégicos
(forma y numero de espinas) que son controlados por el grado de polimerizacién de

actina, y por lo tanto, de la relacion G-actina/F-actina (Fregozo et al., 2012).

Actualmente se sabe que los miembros de la familia de GTPasas Rho, son los

reguladores clave del citoesqueleto de actina (Hall,1998).

-31-



3.2.2.2 Tubulina

Los microtubulos constituyen uno de los componentes mayores del citoesqueleto
neuronal, y estan involucrados en procesos esenciales como la divisiéon celular,

motilidad y transporte intracelular (Hyams et al., 1993; McKean et al., 2001).

Los microtubulos aparentan ser una especie de tubos huecos de 25nm de diametro y
pueden tener cientos de micrometros de longitud en los axones. Las paredes de los
microtubulos generalmente comprenden 13 protofilamentos formados por un rearreglo
linear de subunidades globulares, que son heterodimeros de a y B tubulina, con una
variedad de proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) unidas a las superficies de los

microtubulos (Squire et al., 2008).

Son tres los isotipos de tubulina de mayor relevancia en eucariontes: a, B y y tubulina.
a-tubulina y B-tubulina (562 y 50 kDa respectivamente) forman complejos de
heterodimeros, que estan asociados de extremo a extremo, en protofilamentos y luego
lateralmente para dar lugar a la pared cilindrica del microtubulo.

y-tubulina (51 kDa) se encuentra tanto en el citosol, como en los centros de
organizacion de los microtubulos, donde se encuentra como estructuras en forma de

anillo cuando nuclea a los microtubulos (Macrae, 1997).

3.2.2.3 Proteinas asociadas a microtubulos

Se sugiere que la modulacién de la transicion del cono de crecimiento a la neurita esta
mediado por la presencia de gruesos haces de microtubulos aparentemente estables
en las neuritas en avance, y por tubulina sin polimerizar junto con algunos pequefios
microtubulos inestables en los conos de crecimiento (Bamburg et al., 1996, Tanaka et

al., 1981). La regulacién de esta dinamica de los microtubulos y de su estabilidad
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importante en la morfogénesis neuronal, esta relacionada con las llamadas proteinas
asociadas a microtubulos (MAPs) que estan altamente expresadas tanto en axones
como en dendritas (Matus, 1988; Goedert et al., 1991).

Dentro de los prominentes miembros de estas MAPs neuronales estan dos proteinas:
MAP2 y Tau, que comparten dominios homologos de unidn a tubulina y que estan
concentradas en el compartimiento dendritico o axonal de neuronas polarizadas,
respectivamente (Bernhard et al., 1984; Binder et al., 1985; Craig et al., 1994; Kaech
et al., 1996).

. Tau

Tau pertenece a la familia de las proteinas asociadas a microtubulos (MAPSs) y deriva
de un sélo gen ubicado en el cromosoma 17 (Buée et al.,, 2000). Es encontrada
predominantemente en neuronas del sistema nervioso central. Tau promueve el
ensamblaje de microtubulos, e interactua con ellos especificamente por sus dominios
de union a éstos (Billingsley et al., 1997). Se une a los microtubulos durante ciclos de
ensamblaje-desensamblaje con una estequiometria constante y promueve su

estabilizacién (Squire et al., 2008).

Tau existe en un numero de isoformas de diferente peso molecular expresadas
diferencialmente tanto en regiones del sistema nervioso como en etapas del desarrollo,
probablemente sefialando un papel fisiolégico especifico (Buée, et al., 2000). Se tiene
reporte de que el cerebro humano adulto expresa seis isoformas de Tau (Billingsley, et
al., 1997). Estas isoformas son generadas por splicing alternativo y se han reportado

entre 45-100 kDa de peso molecular (Squire et al., 2008).

Las isoformas de Tau también se pueden unir a otros elementos o proteinas de

citoesqueleto. Se unen a filamentos de actina, y a través de estas interacciones, las
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isoformas de Tau podrian permitir a los microtubulos interconectarse con otros
componentes del citoesqueleto como neurofilamentos. También hay evidencia de que

la proteina Tau interactia con organelos como la mitocondria (Buée et al., 2000).

Dentro de las modificaciones postraduccionales de las isoformas de Tau, y que las
hace aun mas heterogéneas, se encuentra la fosforilacion. La actividad de Tau es
regulada por ciclos de fosforilacion/desfosforilaciéon. Su fosforilacion en sitios
especificos la separa de los microtubulos y permite su despolimerizacidon, mientras que
la desfosforilacion de Tau promueve la union y estabilizacion de estos (Gonzalez-
Arenas et al., 2012).

Actualmente se han descrito treinta y tres sitios de fosforilacién de serina (Ser) o
treonina (Thr) en la isoforma de Tau cerebral mas larga (441 aminoacidos): Thr39,
Ser46Pro, Thr50Pro, Thr69Pro, Thr153Pro, Thr175Pro, Thr181Pro, Ser198,
Ser199Pro, Ser202Pro, Thr205Pro, Ser208, Ser210, Thr212Pro, Ser214, Thr217Pro,
Thr231Pro, Ser235Pro, Ser237, Ser241, Ser285, Ser305, Ser324, Ser352, Ser396Pro,
Ser400, Thr403, Ser404Pro, Ser409, Ser412, Ser413, Serd16 y Ser422Pro (Buée et
al., 2000).

La mayoria de estos sitios estan localizados fuera de los dominios de union a
microtubulos, y los diferentes estados de fosforilacion de Tau resultan de la actividad
de cinasas y fosfatasas especificas hacia estos sitios. Se tiene reporte de que Tau
puede ser fosforilada por diferentes cinasas, dentro de las que se encuentran la cinasa
de la glucégeno sintasa 3 (GSK-3), la cinasa dependiente de ciclina 5 (cdk5), la caseina
cinasa 1 (CK1), la proteina cinasa dependiente de AMP ciclico (PKA), la cinasa
regulada por sefales extracelulares 2 (ERK2), la proteina cinasa activada por

mitégenos (MAPK) y la cinasa de N-terminal c-Jun (JNK) (Hanger et al., 2009).

Algunas formas hiperfosforiladas de Tau, como Ser198, Ser199Pro, Ser202Pro, han
sido asociadas con otros desérdenes neurodegenerativos como Alzheimer (Hanger et
al., 2009).
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Il. MAP2A

La proteina MAP2 esta expresada en el cuerpo celular y en las dendritas, y es uno de
los miembros predominantes de la familia de proteinas asociadas a microtubulos
(MAPSs) en el sistema nervioso de los mamiferos.

Las multiples isoformas de MAP2 son traducidas de un splicing alternativo de un s6lo
gen consistente en 20 exones. Las isoformas han sido divididas en dos subgrupos, las
de alto peso molecular: MAP2a y MAP2b (270 y 280 kDa), y las de bajo peso molecular
MAP2c y MAP2d (ambas de 68 kDa) (Kalcheva et al., 1998). Las de alto peso molecular
son predominantes en el cerebro adulto, y estan selectivamente localizadas en
dendritas y en el cuerpo celular neuronal. Mientras que las de bajo peso molecular
tienen una amplia distribucion en el cerebro, tanto en los cuerpos neuronales, como en

las dendritas y axones, ademas de en células gliales (Sanchez et al., 1995).

Chung et al.,1996 y Shafit-Zagardo et al., 1997 han demostrado mediante el analisis
regional del cerebro adulto de rata, que MAP2a esta expresada en el cerebelo, corteza
frontal, hipocampo, cuerpo estriado, mesencéfalo y en el tallo cerebral, donde sdlo
algunas poblaciones de neuronas expresan la proteina aunque esté distribuida en todo
el cerebro. Ademas, MAP2a aparenta ser preferencialmente expresada en neuronas
mas grandes, como las piramidales de las capas Ill y V de la corteza, células de
Purkinje, neuronas de Golgi en la capa interna de células granulares del cerebelo,
subiculo, giro parahipocampal, corteza insular, hipotalamo lateral, ganglios basales y

el nucleo basal de Meynert (Kalcheva et al., 1998).

También se ha reportado un incremento en la fosforilacién de las MAP2 de alto peso
molecular observado durante la dendritogénesis en cultivos de neuronas
hipocampales, asi se ha especulado que este tipo de proteinas MAP2 podrian ser un
sustrato para proteinas cinasas activadas en respuesta a factores dendritogénicos, sin
embargo se sabe muy poco de la fosforilacion de las MAP2 de alto peso molecular in

vivo. (Diaz-Nido et al., 1996). Incluso Sanchez et al. 1995 ha establecido una posible
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correlacion entre el estado fosforilacion de MAP2 y las multiples formas de plasticidad
neuronal, indicando un probable papel fisiolégico de la fosforilacion/desfosforilacion de
MAP2 en el desencadenamiento de cambios en el citoesqueleto en respuesta a ciertas

sefales extracelulares.

3.3 Modelos murinos de autismo

Una de las estrategias usadas actualmente para sustentar los estudios de TEA, es la
utilizacion de modelos animales.

Es claro que para que estos tengan validez deben de contar con una fuerte relacién
entre sus endofenotipos y el trastorno humano, es decir, la misma disfuncion biolégica
que cause la enfermedad en el humano, ya sea una mutacion genética o anormalidad
anatomica, ademas de una respuesta analoga a los tratamientos que prevengan o

reviertan los sintomas en el padecimiento humano (Silverman et al., 2010).

Se han desarrollado diferentes modelos murinos que reflejan alteraciones asociadas
con el TEA. Entre estos se encuentran los modelos que 1) estan asociados
genéticamente con el autismo; que se basan en manipulaciones de loci que controlan
desdrdenes de un solo gen caracterizadas por sintomas autistas, o que involucran
mutaciones en vias probablemente afectadas en el trastorno (Moy et al., 2006), por
ejemplo, cepas con una mutacién en SHANKS; 2) modelos que representan sindromes
comorbidos, como el de X fragil, o el de Rett; y 3) modelos que presentan una fuerte
validez en cuanto a conducta y sintomas relacionados a TEA, pero que no tienen una

asociacion genética directa, como los ratones BTBR y C58/J (Ellegood et al., 2015).

La Tabla 6 muestra algunos de los modelos murinos con caracteristicas asociadas al

autismo.
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Tabla 6. Modelos murinos con
2010.

Modelo murino

caracteristicas asociadas al TEA. Tomada de Silverman et al.,

Caracteristicas genéticas

Fenotipos conductuales asociados
con TEA

Nign4

Mutacion nula para gen ortélogo de
humano NLGN4

Interacciones sociales reciprocas
reducidas, falta de preferencia hacia
la novedad, bajas vocalizaciones
ultrasénicas

Neurexina 1 alfa

Mutacion nula para neurexina 1 alfa
murina

Sin dafio en habilidades sociales,
capacidad de construccidn de cuevas
dafiada, acicalamiento repetitivo

homogénea)

Pten Mutacion condicionada para gen Interacciones sociales reciprocas
ortélogo de humano PTEN en reducidas, dafo en capacidad de
neuronas de corteza e hipocampo construccion de cuevas

Slc6a4 Mutacion nula para gen ortélogo Baja sociabilidad, falta de
humano SLC6A4 (transportador de preferencia hacia la novedad
serotonina)

Mecp2 Mutacion heterozigota en la Interés social reducido
proteina 2 de unidn a metil-CpG

Fmrl Mutacion nula para FMR1 en cepas: Baja sociabilidad dependiendo de la
C57BL/6J; hibrido de FVB/NJ x cepa.

C57BL/6)

SHANK3B Mutacion en el gen SHANK en el Baja sociabilidad, acicalamientos
fragmento que codifica para el repetitivos.
dominio PDZ [125]

BTBR Cepa endogamica (genéticamente Baja sociabilidad, acicalamientos
homogénea) repetitivos, baja transmision social

de preferencia de comida,
vocalizaciones ultrasénicas
inusuales.

BALB Cepa endogamica (genéticamente Baja sociabilidad, sin dafio a la
homogénea) preferencia hacia la novedad,

vocalizaciones ultrasénicas reducidas

C58/) Cepa endogamica (genéticamente Baja sociabilidad (sobre todo en

machos), alto nivel de estereotipos
motores emergentes en el desarrollo
temprano, acicalamientos
repetitivos
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3.3.1 Cepa C58/J con fenotipo autista

Los ratones pueden presentar caracteristicas fisicas y conductuales paralelas a los
humanos. De hecho, se ha demostrado que algunos rasgos, como un interés
disminuido en la interaccién social, déficits en la comunicacién, y comportamientos

repetitivos, pueden ser estudiados en estos modelos murinos (Ey et al., 2011).

Como claramente se muestra en la tabla anterior, hay una gran heterogeneidad tanto
en los sintomas presentados, como en el genotipo de las cepas murinas modificadas.
Y es por esta razon que ha resultado de gran interés el estudio de modelos animales
con endofenotipos presentados “naturalmente” relacionados con los criterios del TEA
(Argyropoulos et al., 2013) dentro de los cuales tenemos a las cepas murinas C58/J,
BALB, FVB y BTBR.

Se sabe que los machos de la cepa C58/J presentan disminuida preferencia social,
bajo desempefio en el laberinto de T (relacionado con memoria y aprendizaje), alto
grado de estereotipos motores, e hiperactividad, de acuerdo a lo reportado por
Argyropoulos et al., 2013, y por The Jackson Laboratory (Tabla 7), rasgos que pueden

ser altamente asociados con las caracteristicas principales del TEA.

Tabla 7. Genotipo y fenotipo de la cepa C58/J. *Informaciéon tomada de The Jackson Laboratory.

Mutacion Fenotipo

Ahrb-1 Receptor de aril-hidrocarburos

Cdh23ahl Cadherina 23 u otocadherina

113ram! Receptor de interleucina 3, cadena alfa Baja preferencia social, pobre desempefio en el

Micrln Aumento inducido por microondas en el laberinto de T, y evidentes estereotipos
receptor de complemento de células B motores.

Rmcfs Resistencia a virus MCF
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3.3.2 Pruebas de comportamiento de la cepa C58/J

Para confirmar las alteraciones en el comportamiento social de la cepa C58/J, asi como
sus anormales respuestas repetitivas, se han documentado varias pruebas
conductuales, comparando a la cepa con otros modelos murinos autistas, y con su cepa
de origen C57 BL/6.

Se ha reportado que en algunas pruebas conductuales como el test de campo abierto,
la prueba en el tablero con agujeros (evaluacién de ansiedad, actividad locomotriz,
capacidad exploratoria), y en la caja de observacién conductual (evaluacién de
conducta detallada en periodos de observacién largos), tanto los machos como
hembras de la cepa C58/J muestran distintivos estereotipos motores como constantes
saltos, brincos hacia atras, y acicalaciones, al comparar a estos ratones con otra cepa
endogamica autista como la FVB, y con la cepa control de origen C57 BL/6, la cual,
cabe sefalar, es carente de estos estereotipos (Blick et al., 2015; Ryan et al, 2010;
Muehlimann et al., 2012; Moy et al., 2008).

Ademas, se ha visto que la cepa C58/J tiene una evidente sensibilidad a los efectos de
las anfetaminas reflejada en la actividad motora y en el nimero de levantamientos, lo
que puede sugerir la existencia de alteraciones intrinsecas en las vias dopaminérgicas,
involucradas en el circuito de la corteza-ganglios basales. Como se habia mencionado
anteriormente, las anormalidades en este circuito estan relacionadas con la presencia

de estereotipos motores (Moy et al; 2014).

También se ha observado un alto grado de actividad motora en la prueba de campo
abierto, donde la ansiedad puede deprimir los comportamientos exploratorios, sin
embargo, se piensa que la hiperactividad mostrada por la cepa C58/J podria estar
asociada con déficit en la exploracion, falta de curiosidad por el estimulo ambiental, y
otras formas de comportamiento restrictivo caracteristicas del autismo, mas que con

una conducta ansiosa (Ryan et al, 2010). Incluso estas marcadas alteraciones de la
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locomocion exhibidas por los ratones C58/J fueron similares en severidad al fenotipo
de los ratones Grin neo/neo, que es un modelo de comportamiento repetitivo asociado

a una profunda deficiencia del receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) (Moy et al., 2014).

Los machos de la cepa C58/J ademas han presentado un menor olfateo de objetos
sociales y no sociales en la prueba de eleccion de tres camaras, y una actividad
anormal en la caja de comportamiento social (evaluacion de preferencia social en
general, dominancia, memoria social). Aunque esto podria deberse a la prevalencia de
estereotipos motores que limita otras actividades, también puede ser asociado con

dificultades en la capacidad reciproca social (Ryan et al, 2010).

Se tiene reporte de que los ratones C58/J presentan un bajo desempeno en el laberinto
de T, prueba con la cual se puede reflejar el grado de memoria y aprendizaje de la cepa
(Moy, et al., 2008).

Por otra parte, se sabe que la cepa C58/J exhibe un numero bajo de excavaciones en
la prueba del tablero de enterramiento (evaluacion de respuesta a la novedad y a
estimulos aversivos) (Blick, et al., 2015; Muehlmann, et al., 2012). Un alto numero de
excavaciones podria ser reflejo de un comportamiento perseverante y resistente al
cambio, sin embargo, el bajo numero de enterramientos registrado por la cepa C58/J,

podria ser atribuible a su escasa respuesta al estimulo ambiental.

Es importante sefalar que son pocas las cepas murinas en las que se han estudiado
patrones de comportamiento repetitivo de alto grado que se presentan en casos de
TEA de mayor severidad. Aunque no se tienen reportes claros de estas conductas
repetitivas o rutinarias en los ratones C58/J, hay evidencia de que los presentan bajo
ciertas situaciones.

Se han utilizado anteriormente pruebas como el laberinto de T, laberinto de Barnes,
laberinto acuatico de Morris (memoria y aprendizaje espacial) y el test del tablero con

agujeros para tratar de evaluar comportamientos repetitivos en los modelos murinos,
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aunque han mostrado muchas limitaciones. Sin embargo, una prueba desarrollada por
Blick y colaboradores ha revelado posibles patrones de exploracion rutinarios, y alta
preferencia por ciertos objetos en la cepa C58/J, lo que ha sido un parte aguas para
futuras investigaciones con tal de seguir evaluando al modelo animal para su utilizacion
en el estudio del TEA (Blick, et al., 2015).

Por otra parte, los ratones C58/J han demostrado ser un modelo util para el estudio de

farmacos como tratamiento del TEA.

Se tiene documentado que esta cepa responde favorablemente a antagonistas del
receptor mGIuR5, el cual ha sido estudiado como posible terapia experimental para el
padecimiento comorbido del sindrome de X fragil, reduciendo los saltos estereotipados
de los ratones C58/J (Silverman et al., 2012).

Ademas se ha visto que los ratones C58/J disminuyen su nivel de estereotipos motores
con un tratamiento agudo de oxitocina, sin induccion de hipoactividad o efectos

similares a los ansioliticos en la prueba de campo abierto (Teng et al., 2013).




4. Planteamiento del problema

Los modelos murinos de autismo representan una gran oportunidad en el estudio del
TEA, sin embargo, se han presentado algunas limitantes en su validez, tanto en las
cepas con mutaciones genéticas asociadas, como en aquellas con fenotipo y sintomas
relacionados al trastorno.

Una de las cepas murinas de mayor caracterizacién conductual es la cepa C58/J, no
obstante, hay una carencia de estudios que le atribuyan anormalidades a nivel cerebral
y molecular que pudieran asociarse con su fenotipo autista.

Por lo anterior, el estudio de las proteinas involucradas con la plasticidad neuronal
como Tau, MAP2A, B-actina y a-tubulina resulta trascendental para entender la

neurobiologia del autismo.

5. Hipotesis

La cepa C58/J con fenotipo autista presentara diferencias en el contenido de las
proteinas del citoesqueleto, Tau, MAP2A, a-tubulina y B-actina, en la corteza prefrontal

e hipocampo, en comparacion con la cepa silvestre C57 BL/6.

El patron de expresion de las proteinas del citoesqueleto (Tau, MAP2A, a-tubulina y -
actina) entre la corteza prefrontal y el hipocampo del cerebro de ratones de la cepa
C58/J (fenotipo autista) sera diferente al patrén que presente la cepa C57 BL/6

(silvestre).




6. Objetivo general

Determinar si existen diferencias en la expresion de algunas proteinas del citoesqueleto
neuronal en la corteza prefrontal e hipocampo de la cepa murina C58/J con fenotipo

autista en comparacion con la cepa silvestre C57 BL/6.

6.1 Objetivos particulares

Analizar si en la corteza prefrontal y el hipocampo de ratones de la cepa C58/J hay
cambios en el contenido de las proteinas del citoesqueleto: B-actina y a-tubulina, asi
como en las proteinas asociadas a microtubulos (MAPs), Tau y MAP2A, en

comparacioén con la cepa silvestre C57 BL/6.

Realizar un analisis comparativo de la expresion de estas proteinas entre la corteza

prefrontal y el hipocampo en los ratones de cada fenotipo.




7. Material y métodos

7.1 Reactivos
> Buffer de lisis RIPA: 50Mm TRIS-HCL, 150mM NaCl, 1% Tritén, 0.1% SDS,
inhibidor de proteasas SIGMAFAST.

» Buffer de Laemlie: Tris base 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, azul de bromofenol,
Glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5%, Amortiguador Tris (TBS): Tris base 0.05 M,
NaCl 0.15 M.

» Tris (TBS): Tris base 0.05 M, NaCl 0.15 M

» Glicina acida: glicina pH 2.5, SDS 10%.

» Solucidn rica en proteinas: 5% leche descremada, 2% albumina sérica bovina.

» Kit de quimioluminiscencia (ECL): Pierce ECL Western Blotting Substrate.

Anticuerpos primarios

» anti-B-actina: Actin C-11 sc-1615 desarrollado en cabra. Santa Cruz
Biotechnology.

» anti-Tau: Tau (46) 40195 desarrollado en raton. Cell Signaling.

» anti-fosfo-Tau: RbmAb to Tau (E178) (phospho s396) ab32057 desarrollado en
conejo. Abcam

» anti-a-tubulina: a-tubulina sc-398103 desarrollado en ratén. Santa Cruz
Biotechnology.

> anti-MAP2: MAP2 4542S desarrollado en conejo. Cell Signaling

> anti-GAPDH: MAB374 636571 desarrollado en ratén. Millipore.




Anticuerpos secundarios

» Anti- IgG de ratén acoplado a peroxidasa: goat anti-mouse IgG-HRP sc-2005.

Santa Cruz Biotechnology.

> Anti- IgG de conejo acoplado a peroxidasa: goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2004.

Santa Cruz Biotechnology.

» Anti- IgG de cabra acoplado a peroxidasa: mouse anti-goat IgG-HRP sc-2354.

Santa Cruz Biotechnology.

7.2 Animales

Los ratones C58/J (fenotipo autista) fueron adquiridos en The Jackson Laboratory y los
ratones C57 BL/6 (fenotipo silvestre) fueron adquiridos en la Unidad de Modelos
Biolégicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Cinco crias macho de cada
cepa, fueron amamantadas (la cepa C58/J por nodrizas) durante tres semanas hasta
el destete. Se mantuvieron por siete semanas mas con alimentacion y agua ad libitum

en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

7.3 Diseccion de corteza prefrontal e hipocampo de ratén

Los animales fueron sacrificados por asfixia en una camara de CO2. Se disecciond la

corteza prefrontal y el hipocampo de cada uno (Figura 5).
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Figura 5. Localizacion de las regiones cerebrales estudiadas. Imagenes representativas de la
corteza prefrontal (A) e hipocampo (B) de ratdn (sefialadas con flechas). Modificado de Franklin

y Paxinos, 2008.

La practicas de experimentacion y cuidado animal en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas son evaluadas continuamente por la Comisién Institucional del Uso vy
Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) con el fin de asegurar el cumplimiento
de las reglas y recomendaciones internacionales (NOM-062-Z00-1999). Este proyecto

esta avalado con el folio ID 181.

7.4 Extraccién de proteinas

Las estructuras cerebrales disecadas se homogeneizaron en 500ul de buffer de lisis
con inhibidores de proteasas (RIPA). Las proteinas fueron obtenidas por centrifugacion
a 14,000 rpm, 4 -C por 15 min y cuantificadas con un espectro Nanodrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific Inc., DE, USA).

7.5 Western Blot

Se adiciond buffer de Laemlie a las muestras de proteina y se hirvieron durante 5

minutos.




Las proteinas (100ug) fueron separadas por electroforesis en SDS-PAGE 10% a 80
mV. Se incluyeron marcadores pretefiidos para la determinacion del peso molecular.
Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en condiciones semi-secas
durante 2 horas a 70mA para B-actina, a-tubulina, Tau, y 7 horas a 35mA para MAP2A.
Las membranas fueron bloqueadas con una solucién rica en proteinas al 5% y albumina
al 1% por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con
anticuerpos anti-Tau (0.02 unidades/ml), anti-fosfo-Tau (0.04pg/ml), anti-MAP2 (5X10-
4 unidades/ml), anti-B-actina (0.1ug/ml), y anti-a-tubulina (0.8ug/ml), por toda la noche
a4°C.

Las membranas se incubaron después con los anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa de rabano: anti-IgG de ratén (dil: 1:10°000) para Tau, MAP2A y a-
tubulina; anti-IgG de conejo (dil: 1:12’000) para fosfo-Tau; y anti-lIgG de cabra (dil:
1:20°000) para B-actina, por 40 minutos a temperatura ambiente. EI complejo proteina-
anticuerpo se detecto por quimioluminiscencia (ECL: enzymatic chemiluminiscence) y
las membranas se revelaron por autoradiografia.

Para corregir las diferencias en la cantidad total de proteina cargada en cada pozo, las
membranas se trataron con glicina acida durante toda la noche a 4 -C, y por 30 minutos
a temperatura ambiente para quitar los anticuerpos unidos anteriormente (técnica de
stripping). Las membranas fueron re-incubadas con anticuerpo anti-GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (0.4ug/ml) durante toda la noche a 4°C, y
luego con el anticuerpo secundario anti-IgG de raton (dil: 1:10’000) conjugado con
peroxidasa de rabano por 40 minutos a temperatura ambiente, el complejo proteina-
anticuerpo se detecté por ECL y las membranas se revelaron por autoradiografia.
Nota: La deteccion de Tau se realizé seguida del stripping de la membrana, bajo las
mismas condiciones previamente descritas, para luego ser re-incubada con anti-fosfo-
Tau, y posteriormente con anti-GAPDH.

7.6 Analisis de datos

Las bandas obtenidas fueron sometidas a un analisis densitométrico mediante el
programa Imaged 1.45. Los resultados de la densitometria fueron evaluados a través
del programa GraphPad Prism 6.0, y analizados estadisticamente mediante la prueba
ANOVA de una via, seguida de una prueba de Tukey post hoc. Los valores de P<0.05
fueron considerados significativos.
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8. Resultados

Se realiz6 la técnica de Western Blot para determinar las proteinas Tau, fosfo-Tau (p-
Tau), MAP2A, a-tubulina y B-actina de las muestras del hipocampo y la corteza
prefrontal de los ratones C58/J y C57 BL/6, con fenotipo autista (A) y silvestre (WT),

respectivamente.

Se llevé a cabo un analisis comparativo del contenido de éstas proteinas del
citoesqueleto en la corteza prefrontal e hipocampo, entre la cepa silvestre y la cepa
autista. Asi mismo se realizé la comparacion del contenido de las mismas proteinas

entre la corteza prefrontal y el hipocampo de cada cepa.

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion.

8.1 Expresion de proteina Tau

Observamos seis isoformas de la proteina Tau de peso molecular entre 30-80 kDa
(Figura 6A), en la corteza prefrontal y en el hipocampo de la cepa autista C58/J (A) y
la cepa silvestre C57 BL/6 (WT). Para su analisis s6lo se seleccionaron tres de ellas,
las isoformas de 80,60 y 30 kDa, ya que fueron presentadas por ambas cepas. Las

isoformas de 30 y 60 kDa fueron las mas abundantes.

Con respecto al contenido de Tau y fosfo-Tau en los ratones WT y autistas se observo
lo siguiente.

En la grafica B de la Figura 6, se muestra la expresion de la isoforma de 80 kDa de Tau
y de su forma fosforilada (p-Tau) en el residuo de serina 396. El contenido de esta
isoforma fue significativamente menor en la corteza prefrontal de los ratones autistas,
en comparaciéon con los ratones WT (P=0.0197). Sin embargo, no se encontraron
diferencias al comparar la expresion de la isoforma fosforilada entre la corteza
prefrontal de ambas cepas. Tampoco se observaron diferencias entre el contenido de

la isoforma y su estado fosforilado entre el hipocampo de cepa autista y WT.
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Por su parte, la expresién de la isoforma de 60 kDa y de su estado fosforilado (Figura
6C), fue significativamente menor en la corteza prefrontal de la cepa con fenotipo
autista, al compararla con la cepa WT (P<0.0001). En el hipocampo no se observaron

diferencias en la expresion de esta isoforma entre los dos fenotipos.

En lo que respecta a la isoforma de Tau y fosfo-Tau de 30 kDa (Figura 6D), no se
encontraron diferencias en su contenido ni en la corteza prefrontal ni en el hipocampo,
al comparar ambas cepas. Sin embargo, se observé que la expresion de esta isoforma
y de su estado fosforilado tuvo una tendencia a disminuir en el hipocampo de los

ratones autistas comparado con los WT.

También se observaron diferencias en el contenido de Tau dependientes de la region
cerebral estudiada. El contenido de la isoforma de 80 kDa de Tau y su forma fosforilada,
no difirid entre la corteza prefrontal y el hipocampo en ninguna de las dos cepas (Figura
6B). Sin embargo, en los ratones WT, la expresion de Tau como de fosfo-Tau de 60
kDa, fue mayor en la corteza prefrontal respecto al hipocampo (P<0.0001, Figura 6C).
De forma interesante, al comparar el contenido de esta isoforma y de su forma
fosforilada entre la corteza prefrontal y el hipocampo en la cepa autista, no se hallaron
diferencias.

La expresion de Tau y fosfo-Tau de 30 kDa, fue significativamente mayor en el
hipocampo de los ratones WT comparado con el contenido en la corteza prefrontal
(P=0.0001, Figura 6D), mientras que al determinar el contenido de esta isoforma en las

estructuras cerebrales de los ratones autistas, no se encontraron cambios.

En la grafica E de la Figura 6, se presenta la proporcion fosfo-Tau/Tau para cada una
de las tres isoformas. No se encontraron diferencias significativas entre los dos

fenotipos, ni variaciones dependientes de la regidn cerebral estudiada.
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Figura 6. Expresion de las isoformas de Tau en la corteza prefrontal e
hipocampo de los ratones WT y autistas.

A) Western Blot representativo; se observan seis isoformas para Tau y
fosfo-Tau entre 30-80 kDa. Las isoformas de 80, 60 y 30 kDa estdn sefialadas
con flechas. Las proteinas del hipocampo y corteza prefrontal fueron
separadas por electroforesis en SDS-PAGE 10%. El complejo proteina-
anticuerpo fue detectado por quimioluminiscencia (ECL). Se realizd la
técnica de stripping a las membranas, fueron re-incubadas con anti-GAPDH
y el complejo proteina-anticuerpo fue detectado por ECL. La proteina
GAPDH fue utilizada como control de carga. Las proteinas detectadas
fueron cuantificadas por analisis densitométrico y corregidas usando los
resultados del contenido de GAPDH. (B-D) Expresidn de las isoformas de
Tau y fosfo-Tau (p-Tau) en la corteza prefrontal e hipocampo de la cepa
autista (C58/J) y la cepa WT (C57 BL/6). (E) Relacion fosfo-Tau/Tau para
cada isoforma en la corteza prefrontal e hipocampo de ambas cepas. La
relacion fue calculada usando los datos del analisis del Western Blot de cada
isoforma. WT (silvestre), A (autista), Cx (corteza prefrontal), Hc
(hipocampo). Los resultados son expresados como media + SEM., n = 5.
Anélisis comparativo entre cepas (WT vs A): ¥P<0.05 vs. Corteza prefrontal
WT (p-Tau). ¥*P<0.05 vs. Corteza prefrontal WT (Tau); Analisis comparativo
entre regiones (Hc vs. Cx para cada cepa): °P<0.05 vs. Corteza prefrontal

WT (p-Tau). °°P<0.05 vs. Corteza prefrontal WT (Tau). El analisis estadistico
fue hecho utilizando ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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8.2 Expresion de proteina MAP2A

En la grafica B de la Figura 7, se presenta la expresion de la proteina MAP2A en las
estructuras cerebrales de ambas cepas. El contenido de esta proteina asociada a
microtubulos fue significativamente menor tanto en la corteza prefrontal como en el
hipocampo de los ratones autistas comparados con la cepa WT (P< 0.0001). Al llevar
a cabo el analisis comparativo entre las areas cerebrales de cada una de las cepas, se
encontré que la expresidon de MAP2A fue significativamente mayor en la corteza
prefrontal comparada con el hipocampo tanto de la cepa WT como de la autista (P<
0.0001).

8.3 Expresion de proteina a- tubulina

La expresion de a-tubulina en la corteza prefrontal y el hipocampo de la cepa autista y
WT se muestra en la grafica C de la Figura 7. No se encontraron diferencias
significativas en el contenido de a-tubulina al comparar los ratones autistas con los WT.
Tampoco se observaron variaciones en el contenido de la proteina dependientes de la

region cerebral estudiada en ninguna de las dos cepas.

8.4 Expresion de proteina 3- actina

En la grafica D de la Figura 7, se presenta la expresién de la proteina p-actina tanto en
la corteza prefrontal como en el hipocampo de los ratones autistas y WT. No se
observaron cambios significativos en la expresion de B-actina en las estructuras
cerebrales de la cepa autista al compararla con los ratones WT. Tampoco se
encontraron diferencias en el contenido de la proteina entre las estructuras cerebrales

de cada fenotipo.
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Figura 7. Expresion de MAP2A, a-tubulina y 8-actina en la
corteza prefrontal e hipocampo de ratones WT y autistas.

A) Western Blot representativo. Las proteinas del hipocampo
y corteza prefrontal fueron separadas por electroforesis en
SDS-PAGE 10%. ElI complejo proteina-anticuerpo fue
detectado por quimioluminiscencia (ECL). Se realizé la técnica
de stripping a las membranas, fueron re-incubadas con anti-
GAPDH y el complejo proteina-anticuerpo fue detectado por
ECL. La proteina GAPDH fue utilizada como control de carga.
Las proteinas detectadas fueron cuantificadas por analisis
densitométrico y corregidas usando los resultados del
contenido de GAPDH. (B) Expresion de MAP2A, (C) a-
tubulina, y (D) B- actina, en la corteza prefrontal e hipocampo
de la cepa autista (C58/)) y la cepa WT (C57 BL/6). WT
(silvestre), A (autista), Cx (corteza prefrontal), Hc (hipocampo).
Los resultados son expresados como media + SEM., n = 5.
Anélisis comparativo entre cepas (WT vs. A): ¥P<0.0001 vs.

Hipocampo WT. **P<0.0001 vs. Corteza prefrontal WT;
Andlisis comparativo entre regiones (Hc. vs. Cx para cada
cepa): °P<0.0001 vs. Corteza prefrontal A. °°P<0.0001 vs.
Corteza prefrontal WT. El andlisis estadistico fue hecho
utilizando ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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9. Discusion

Los componentes del citoesqueleto constituyen la base estructural y dinamica de la
neurona, modificando su morfologia de acuerdo a los requerimientos cerebrales. Es
por eso, que una alteracion en la expresion de estas proteinas, podria desencadenar

un desbalance en la plasticidad del cerebro.

Precisamente en el modelo murino de autismo C58/J, se encontraron anormalidades
en la expresion de algunas de las proteinas del citoesqueleto neuronal, que podrian

estar ligados con su fenotipo patoldgico.

Aunque el TEA esta relacionado con dafios en un sin fin de estructuras cerebrales, para
este trabajo se eligieron la corteza prefrontal y el hipocampo, por ser de las regiones
cerebrales de mayor estudio para este trastorno, por relacionarse funcionalmente con
procesos cognitivos afectados en pacientes autistas, y también por estar asociadas con
los resultados de las pruebas conductuales documentadas para la cepa C58/J (Blick et
al., 2015; Ryan et al, 2010; Muehlmann et al., 2012; y Moy et al., 2008).

Las proteinas actina y tubulina han sido reconocidas como componentes clave del
citoesqueleto, mientras que Tau y MAP2A estan involucradas en la dinamica de éste
(Hansberg-Pastor et al., 2015).

Se encontraron seis isoformas de Tau en las estructuras cerebrales de los ratones
(peso molecular de 30-80 kDa), mismo numero que el que ha sido reportado en
humanos (Billingsley, et al., 1997), de las cuales sdlo fueron evaluadas las de peso
molecular correspondiente a 30, 60 y 80 kDa. En un primer plano, los resultados
encontrados sugieren que solo la expresion de las isoformas de Tau de 60 y 80 kDa,
asi como de la forma fosforilada (p-Tau) de 60 kDa, podria estar alterada en la corteza
prefrontal de los ratones con fenotipo autista, siendo indicativo de un posible
desbalance en la dinamica del citoesqueleto, causando anormalidades en la

estabilizacidon y ensamblaje de los microtubulos, y por ende, alteraciones en la
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neuritogénesis, en la formacion de espinas dendriticas y en la regulacion de conexiones
sinapticas de esta region cerebral, de acuerdo con las alteraciones cerebrales
reportadas como consecuencia de cambios en la expresion de Tau por Caceres et al.,
1991; Harada et al., 1994 y Shahania et al., 2002.

Anteriormente se ha reportado que las isoformas de Tau pueden encontrarse
diferencialmente expresadas entre las estructuras cerebrales, e incluso que esto podria
estar influenciado por la etapa de desarrollo (Buée, et al., 2000), lo que concuerda con
nuestros resultados encontrados en el cerebro de la cepa murina sana (C57 BL/6),
donde los cambios en el contenido de las diferentes isoformas de Tau podrian ser
considerados como variaciones comunes debidas a un posible rol de Tau dependiente
del area cerebral donde se exprese. La importancia de este resultado se puede asociar
con la carencia de estas variaciones en la cepa con fenotipo autista. El no observar la
expresion predominante de Tau y fosfo-Tau de 60 kDa en la corteza prefrontal y de 30
kDa en el hipocampo de los ratones autistas, que si se observa en la cepa WT, podria
sugerir un desbalance fisioldgico en dichas estructuras. Lo anterior afectaria funciones
como memoria, aprendizaje y preferencia social, las cuales se han reportado como
anormales en la cepa C58/J, segun diferentes evaluaciones conductuales (Moy et al.,
2008; Ryan et al, 2010).

Al evaluar los resultados correspondientes a la proporcién fosfo-Tau/Tau, no se
encontraron discrepancias entre la cepa WT y la autista. Lo que aunado a lo anterior,
podria sugerir que las anormalidades en la proteina Tau estan ligadas a alteraciones
en su expresion, mas no en el estado de actividad de la proteina relacionado con su
fosforilacién por diferentes cinasas. Sin embargo, soélo se evalué la fosforilacion del
residuo de serina 396, cuando actualmente se han identificado treinta y tres sitios de
fosforilacién de Tau, tanto en el cerebro sano, como en estado patolégico (Hanger, et

al., 2009), que podrian evaluarse.
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Al analizar el contenido del otro miembro de la familia de MAPs, MAP2A, se observo
qgue su expresion, al igual que la de Tau, también era baja en el cerebro de los ratones
autistas, pero a diferencia de las isoformas de Tau, se conservé la relacién de la
expresion de MAP2A dependiente de la region cerebral estudiada, observada en los
ratones WT, al ser predominante en la corteza prefrontal de ambos fenotipos en
comparaciéon con el hipocampo. Esta expresiéon preferencial de MAP2A en la corteza
prefrontal ya habia sido reportada anteriormente en humanos, especialmente en las
neuronas piramidales de las capas corticales Il y V (Kalcheva, et al., 1998). Entonces,
quiza las anormalidades en la expresién de MAP2A, ademas de relacionarse con
problemas en el ensamblaje, polimerizacién y en la conservacion de la estabilidad de
los microtubulos, tengan una influencia en las diferentes capas corticales, que ya se
han reportado alteradas en estudios de pacientes con TEA (Hutsler et al., 2009).

Aunque no se podrian asegurar alteraciones en la funcionalidad de Tau y MAP2A, es
claro que su baja expresion en los ratones autistas podria estar involucrada con
defectos moleculares en el citoesqueleto, que interfirieran con el desarrollo de axones,
dendritas y espinas.

Los resultados obtenidos para la expresion de la proteina a-tubulina, que fueron
constantes tanto en ambas cepas como entre las areas cerebrales, podrian sugerir un
posible dafo en la polimerizacién de microtubulos, mas no en el contenido de esta
proteina. No hay que descartar la posibilidad de una alteracién en la formacion de los
heterodimeros de tubulina, que podria ser afectada por una expresién anormal de [3-
tubulina e incluso de y-tubulina. Aunque Miller, et al., 2013 también tiene registro de
una expresion constante de a-tubulina en el cerebro de ratones con fenotipo autista de
la cepa BTBR, existe un estudio que reporta un decremento de B-tubulina Ill en el
cerebelo de pacientes autistas (Breuss, et al., 2012).

Por otra parte, no se encontraron cambios en la expresion de la proteina B-actina en
los ratones autistas, en comparacién con la cepa silvestre. Sin embargo, esto puede
atribuirse a que posiblemente las alteraciones en el contenido de actina estén
reguladas especificamente por ciertas mutaciones asociadas con el TEA, pero que no
estan presentes en la cepa C58/J. Por ejemplo, se ha reportado que una mutacion en
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el gen RELN esta relacionada con una baja expresién de (3-actina en la corteza frontal
de pacientes autistas (Fatemi, et al.,, 2005); mientras que en una investigacién se
sugiere que el gen SHANKS, involucrado en varios casos de autismo, ejerce efectos
en la acumulacién de F-actina, o bien en su polimerizacion (Durand et al., 2011).

Otra consideraciéon que habria que hacer respecto a la expresion de las cuatro
proteinas de citoesqueleto estudiadas, es que los resultados del contenido proteico de
cada region cerebral son globales, y es probable que existan diferencias importantes
dentro de las areas de cada estructura, al haberse documentado cambios en las capas
corticales Il y V (Hutsler et al.,, 2009) y en las areas CA1 y CA4 del hipocampo
(Raymond et al., 1996) en pacientes con TEA. Por ende, seria necesario hacer un
analisis comparativo entre las diferentes zonas de una misma estructura cerebral.
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10. Conclusiones

La cepa murina C58/J con fenotipo autista presenta una disminucion en el contenido
de las proteinas asociadas a microtubulos, Tau de 60 y 80 kDa (en corteza prefrontal)
y MAP2A (en corteza prefrontal e hipocampo), en comparacion con la cepa C57 BL/6

con fenotipo silvestre.

La cepa silvestre C57 BL/6 presenta diferencias en el contenido de las isoformas de
Tau de 30 y 60 kDa en la corteza prefrontal, en comparacion con el hipocampo. La

cepa C58/J con fenotipo autista no presenta estas variaciones.

11. Perspectivas

» Evaluar si hay alteraciones en la densidad de espinas dendriticas y/o en el

volumen tanto del hipocampo como de la corteza prefrontal de la cepa C58/J.

» Determinar si hay cambios morfolégicos o moleculares en las diferentes capas

corticales y areas hipocampales del cerebro de los ratones C58/J.

» Estudiar si hay anormalidades en otras estructuras cerebrales de la cepa C58/J

asociadas al autismo (cerebelo, talamo, cuerpo calloso, amigdala).

» Evaluar las alteraciones cerebrales mencionadas tanto en otras cepas con

fenotipo autista, como en algunas con genotipo asociado al TEA.
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Apéndice.

Tabla i. Clasificacién del autismo en diferentes ediciones del Manual Diagndstico y Estadistico
de los Trastornos Mentales.

DSM-III DSM-IV DSM-V
1987 1994 2014
Trastornos generalizados del Trastornos generalizados del Trastornos del
desarrollo desarrollo neurodesarrollo

-Trastorno autista -Trastorno autista -Discapacidad intelectual
-Trastorno generalizado del -Trastorno de Rett -Trastornos de la
desarrollo comunicacion

-Trastorno desintegrativo

infantil -Trastorno del espectro

autista:

-Trastorno de Asperger
*Trastorno autista
-Trastorno generalizado del *Sindrome de Asperger
desarrollo no especificado *Trastorno desintegrativo de
la infancia

*Trastorno generalizado del
desarrollo no especificado

-Trastorno por déficit de
atencién/hiperactividad

-Trastorno especifico del
aprendizaje

-Trastornos motores
Nota: En el DSM-V sélo se hace mencién del sindrome de Rett en el apartado de diagnéstico
diferencial del TEA.
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