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RESUMEN

El Trastorno del Espectro Autista (TEA), es un desorden del neurodesarrollo
caracterizado principalmente por déficit en la comunicacion social y
comportamientos repetitivos excesivos. Alteraciones en la organizacion cortical,
conectividad neuronal y un incremento en el nimero de espinas dendriticas han
sido descritas en cerebros con personas diagnosticadas con TEA. Sin embargo, la
relacion entre las conductas asociadas al TEA vy las modificaciones
neuroanatomicas no han sido totalmente establecidas. El raton C58/J presenta
una falta de sociabilidad y mdultiples conductas estereotipadas, sin embargo, se
desconoce si este ratdn presenta alteraciones en la morfologia neuronal similares
a las descritas en el cerebro de pacientes con autismo. Por lo que el objetivo de
esta tesis fue conocer si los ratones C58/J presentan alteraciones en la morfologia
neuronal. Los resultados mostraron que las neuronas corticales del raton C58/J
presentan ramificaciones dendriticas mas largas y numerosas asi como un mayor
namero de puntos terminales con respecto a los ratones control. Ademas se pudo
observar un incremento en el nimero total de espinas dendriticas. Un andlisis de
la morfologia de las espinas dendriticas demostré un aumento en las espinas tipo
filipoideas y larga-delgada asi como un decremento en las espinas tipo hongo. Las
espinas con forma redondeada y delgada no tuvieron cambios. Los resultados de
esta tesis sugieren que las neuronas corticales del raton C58/J presentan una
arborizacion dendritica alterada y modificaciones en la densidad y tipo de espinas
dendriticas. Estas modificaciones podrian estar asociadas al fenotipo conductual

del raton C58/J.



INTRODUCCION

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es definido por el Manual Diagnostico y
Estadistico de los Trastornos Mentales en su 52 edicion (DSM-5), como un
desorden del neurodesarrollo diagnosticado por déficits en dos elementos
centrales del comportamiento: 1) inusuales interacciones sociales y alteracion en
la comunicacién social y 2) conductas estereotipadas y repetitivas con intereses
restringidos (American Psychiatric Association, 2013). El diagnostico para dicho
trastorno es fundamentalmente clinico ya que no existe ninglin examen biologico
que pueda validarlo (Palau-Baduell, 2012). En México se calcula que existe una
incidencia de 1 de cada 115 nifios y una poblacién estimada cerca de 400 000
infantes diagnosticados con TEA (Fombonne et al., 2016). Aunque los estudios
epidemiologicos han reportado un incremento a nivel mundial de este
padecimiento (Hill et al., 2016), las investigaciones enfocadas a entender las
causas y mecanismos implicados en las conductas asociadas al TEA han recibido
poca atencién (De la Torre-Ubieta et al., 2016; Barak y Feng, 2016).

En los Ultimos afos diversas investigaciones sugieren que las personas con TEA
presentan alteraciones en la organizacion cortical que incluyen un aumento de la
densidad de columnas corticales (Casanova et al., 2002; Courchesne et al., 2011),
alta densidad neuronal e incremento en el nUmero de espinas dendriticas (Hutsler
y Zhang, 2010), asi como alteraciones en la conectividad neuronal (Belmonte et
al., 2004; Courchesne, 2004; Frith, 2004; Hughes, 2007; Rippon et al., 2007;
Palau-Baduell, 2012; Calderoni et al., 2016; O’Reilly, 2017). Estas modificaciones
podrian estar relacionadas con las conductas caracteristicas del trastorno autista,

sin embargo, esta asociacion no ha sido totalmente establecida.



Numerosos modelos de ratones han sido utilizados para reproducir diversos
sintomas conductuales presentes en enfermedades humanas (Vandamme, 2015;
Leung y Jia, 2016). Estos modelos permiten estudiar la neurobiologia y evaluar
posibles estrategias terapéuticas. Los ratones C58/J muestran una falta de
sociabilidad y mdltiples conductas estereotipadas como las que prevalecen en el
TEA (Moy et al., 2008; Ryan et al., 2010; Ellegood y Crawley, 2015; Silverman et
al., 2010), sugiriendo su uso para estudiar mecanismos Yy alteraciones
neuroanatomicas asociadas al T EA, por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
conocer si los ratones C58/J presentan alteraciones en la morfologia neuronal

similares a las que se han reportado en personas con TEA.



ANTECEDENTES

Trastorno del Espectro Autista (TEA)

Los primeros intentos para describir lo que actualmente denominamos como
Trastorno del Espectro Autista fueron realizados por el psiquiatra austriaco Leo
Kanner y posteriormente por Hans Asperger. En 1943 Leo Kanner describié a un
grupo de nifilos con aislamiento profundo que solian mostrar un deseo obsesivo de
no aceptar cambios (Harris, 2016); con conductas que se caracterizaban por tener
una relacion intensa con objetos, movimientos repetitivos y una comunicacion
verbal anormal, todos ellos como signos de un comportamiento social inadecuado,
definiéndolos por primer vez con el término autista (del griego que significa “uno
mismo”) (Artigas-Pallares y Pérez, 2012; Barak y Feng, 2016). Un afio después
Hans Asperger, incluyé la falta de empatia, ingenuidad; poca habilidad para hacer
amigos, lenguaje pedante y repetitivo; pobre comunicacion no verbal, interés
desmesurado por ciertos temas; torpeza motora y mala coordinacién (Barahona-
Corréay Filipe, 2016), posteriormente conocido como sindrome de Asperger.
Tanto Kanner como Asperger sugerian un diagnéstico con base a determinantes
emocionales ligadas a un vinculo materno, apoyandose fuertemente en el
psicoandlisis dejando a un lado los aspectos genéticos y de funcionamiento del
sistema nervioso. Actualmente se considera al autismo como un trastorno con
diversos aspectos genéticos, fenomenologicos y etiologicos (Artigas-Pallarés y
Pérez, 2012), que abarca a un grupo heterogéneo de desordenes del
neurodesarrollo como el trastorno autista, sindrome de Asperger y trastorno

generalizado del desarrollo (TGD) no especificado. Estos tres grupos en su



conjunto forman el denominado “Trastorno del Espectro Autista” (TEA) (Artigas-
Pallares y Pérez, 2012; Harris, 2016).

El TEA es caracterizado principalmente por déficits en la comunicacion social e
interacciones sociales asi como conductas repetitivas y estereotipadas, con
intereses y actividades restringidas a menudo acompafados por anormalidades
sensoriales y un retardo en el desarrollo del lenguaje o ausencia del mismo. Estos
sintomas suelen presentarse en la primera infancia (es decir, alrededor de los 2
aflos de edad), impidiendo la realizacibn de las actividades cotidianas del
individuo, sin embargo, la mayoria de las personas con TEA son diagnosticadas
después de la edad de 5 afios (APA, 2013; Ecker, 2017).

La incidencia a nivel mundial del TEA es de 1:1000 (Hill et al., 2016); esta cifra ha
aumentado de manera constante debido a los nuevos criterios que existen para su
diagnostico (Harris, 2016). EI TEA muestra una prevalencia mayor en hombres
gue en mujeres (9:1 respectivamente) (De la Torre-Ubieta et al., 2016; Hill, 2016).
Actualmente se considera que mas del 1% de la poblacibn podria ser
diagnosticada con TEA, teniendo en al menos el 20% de los casos una causa
genética (Delorme, 2013; Harris, 2016).

El TEA tiene un fuerte componente genético por lo que se considera uno de los
trastornos psiquiatricos hereditarios mas comunes (Barak y Feng, 2016; De la
Torre-Ubieta et al., 2016). Las alteraciones genéticas podrian influir en el
desarrollo del sistema nervioso central y esto estar involucrado en las anomalias

conductuales asociadas al TEA (Barak y Feng, 2016).



Alteraciones cerebrales en el TEA

En los ultimos afios diversas evidencias sugieren que las personas con TEA
podrian tener numerosas alteraciones en la arquitectura cerebral relacionadas con
su desarrollo (Peca y Feng 2012; Zoghbi y Bear, 2012). Por ejemplo, se ha
reportado que los infantes autistas tienen un cerebro de tamafio promedio al
nacimiento, posteriormente su cerebro crece mas rdpido que el normal
(Courchesne et al., 2005, Courchesne et al., 2011), este crecimiento anormal
comienza de los 9 a los 18 meses de edad (Figura 1). En este periodo critico del
desarrollo postnatal, el cerebro de los pacientes autistas puede aumentar hasta un
10% de su tamafio (Courchesne y Carper, 2005), posteriormente durante el
segundo Yy tercer periodo de crecimiento, que van de los 2-5 afios de edad y 5-11
afios de edad respectivamente, el cerebro de los pacientes autistas presenta un
retardo en el crecimiento. Adicionalmente se ha demostrado que la corteza
cerebral en el TEA puede tener diversas alteraciones en la conectividad neuronal
(Belmonte et al., 2004; Courchesne, 2004; Frith, 2004; Hughes, 2007; Rippon et
al., 2007; Palau-Baduell, 2012; Mohammad-Rezazadeh et al., 2016; O’Reilly,
2017). Otros estudios han demostrado que personas con TEA tienen una
hipoactivacion de la amigdala cuando son sometidos a una tarea de
reconocimiento facial (Courchesne et al, 2006; Barak y Feng, 2016).

Estas diferencias macroestructurales (Courchesne et al., 2011; Lew et al., 2017)
podrian relacionarse con un desarrollo anormal de procesos cognitivos implicados
en su inadecuado comportamiento social. Por otro lado, se han reportado
diferencias en la microestructura del cerebro con TEA que incluyen un incremento

en la densidad de columnas corticales (Casanova et al., 2002), incremento en el



espesor cortical (Courchesne et al.,, 2011), alta densidad neuronal, neuronas
supernumerarias en la capa molecular, pequefias areas de desorganizacion y
pobre diferenciacion en los limites de la materia gris y blanca (Courchesne et al.,
2011). La materia blanca del cerebro autista exhibe anormalidades como un axoén
delgado y axones menos mielinizados (Delorme et al., 2013; Zikopoulus y Barbas,
2010), asi como alteraciones en la neurogénesis, morfologia neuronal, funcién
sinptica (Martinez-Cerdefio, 2017; Delorme et al., 2013; De la Torre-Ubieta et al.,
2016), heteropatias neuronales (Bailey et al., 1998; Delorme et al., 2013; De la
Torre-Ubieta et al., 2016), sobreexpresion de neuronas inhibidoras (De la Torre-
Ubieta et al., 2016), incremento en la densidad de espinas dendriticas (Hutsler y
Zhang, 2010; Delorme et al, 2013; Martinez-Cerdefio, 2017) y una mala expresion
de genes vinculados a la sinaptogénesis (Zoghbi y Bear, 2012; Delorme et al.,

2013; De la Torre-Ubieta et al., 2016).

Control Autismo

Figura 1. Representacion del volumen de un cerebro con desarrollo normal y uno autista, ambos de

dos afios de edad. Modificado de Courchesne et al., 2011.



Morfologia Neuronal y Autismo

El desarrollo del cerebro involucra la formacion de millones de células llamadas
neuronas y de las conexiones entre ellas. El cerebro humano se compone de cien
mil millones de neuronas interconectadas en circuitos neuronales funcionales que
subyacen a todos nuestros comportamientos, pensamientos, emociones y son los
responsables de realizar funciones complejas como el lenguaje, aprendizaje y
memoria que permiten asimilar la informacion del exterior.

Una neurona tipica est4 formada por un soma o cuerpo celular, una serie de
ramificaciones conocidas como dendritas y una segunda ramificacion con mayor
longitud llamada axén. El conjunto de dendritas se conoce como arborizacion o
ramificacion dendritica (Figura 2). Las dendritas se originan en el soma neuronal y
son las encargadas de recibir informacion proveniente de otras neuronas, su
namero y longitud puede ser muy variable y suelen bifurcarse en angulos agudos
originando ramas o dendritas primarias, secundarias, terciarias, etc., los patrones
de ramificacién pueden ser simples o complejos pero siempre tipicos para cada
tipo neuronal.

Durante el desarrollo las ramificaciones dendriticas permiten nuevas conexiones
neuronales. La mayoria de estas conexiones se dan a través de pequefas
protuberancias que emergen de las dendritas y que le confieren un aspecto
espinoso, a estas protuberancias se les conoce como espinas dendriticas (Hering
y Sheng, 2001). Las espinas se consideran los principales sitios de comunicacion
nerviosa o sinapsis (Alvarez y Sabatini, 2007) y representan un medio por el cual
se establecen nuevos contactos entre las neuronas y/o se fortalecen los contactos

ya establecidos (Tgnnesen y Nagerl, 2016) (Figura 2). Una arborizacion extensa



puede considerarse un signo de complejidad debido al aumento del nimero de

conexiones sinapticas que permite.

Arborizacion Espinas

dendritica - Dendriticas
Dendrita
apical N
P \
\
\
Dendrita \—/
oblicua
Segmento de
, ‘ axoninicial
Dendrita
basal

Botdn
sindptico

Figura 2. Morfologia de la neurona. La imagen muestra los principales compontes de la neurona. A
partir del soma o cuerpo neuronal emergen las dendritas, las cuales son clasificadas en basales si
estan cercanas al soma, oblicuas en la parte media'y apicales si se alejan del soma. Los numeros
representan ejemplo de bifurcaciéon de las dendritas que sirven para clasificar a la dendrita en
primaria (1), secundaria (2) y terciaria (3). Las dendritas presentan protuberancias, que se conocen
como espinas dendriticas consideradas el principal componente postsinaptico de la mayoria de las
sinapsis excitadoras. El conjunto de todas las dendritas es llamado arborizacién dendritica. La
ramificacion con mayor longitud representa el axon. Modificado de Wefelmeyer et al., 2016.

Anatomicamente, se ha determinado que la espina estd conformada por tres
componentes principales: base (unida a la dendrita), cuello y cabeza (Figura 3)

(Nimchinsky et al., 2002, Ballesteros-Yafiez et al., 2006; Arellano et al., 2007;



Hotulainen y Hoogenraad, 2010), sitio donde generalmente se forma el contacto
con la presinpsis (Hering y Sheng, 2001). El diametro y largo de la cabeza y
longitud del cuello de la espina han sido utilizados para clasificar a las espinas
(Figura 3), describiéndose cuatro formas principales de espinas dendriticas:

delgada, en forma de copa, corta y hongo (Figura 4).

Cabeza

Base de la
dendrita

Figura 3. Morfologia general de las espinas dendriticas. Las espinas se clasifican de acuerdo al
diametro de la cabeza, cuello de la espina y la longitud de las mismas. dyx (diametro de la cabeza),
d; (diametro del cuello), L (Longitud). Modificada de Wang et al, 2016.

Las espinas dendriticas son estructuras heterogéneas dinamicas o moviles, su
forma, tamafio y nimero cambia por la actividad y la experiencia a través de la
vida, en un principio respondiendo a un dictamen genético y posteriormente a la
propia actividad neuronal (Yang et al., 2009), sugiriendo un papel importante de

estas estructuras en la plasticidad sinaptica. Alteraciones en la forma y el tamafio



de estas protuberancias podrian interferir en la adecuada conexion sinaptica y

alterar el correcto funcionamiento cerebral (Hotulainen y Hoogenraad, 2010).

Uj_,

Espinas dendriticas

Figura 4. A) Representacion esquematica de las espinas dendriticas: a. delgada, b. en forma de
copa, c. corta, d. hongo. B) Fotomicrografia de una neurona piramidal de la tercera capa de la
corteza cerebral prefrontal de una rata; en la que se muestran las diferentes formas de espinas
dendriticas a lo largo de la dendrita basal. C) Amplificacion del segmento de dendrita mostrando

las espinas. Barra de 25um. Modificado de Soria 'y Pérez, 2012.

En las personas con TEA se ha encontrado alteraciones en la morfologia neuronal
y diminucion de la conectividad sinaptica (Palau-Baduell, 2012), que podria estar

asociado a una mala integracion de la informacion y una inadecuada interaccion



con el entorno. Por ejemplo, en el hipocampo de personas autistas se ha
reportado una reduccion en la complejidad de los arboles dendriticos y una alta
densidad celular (Kemper y Bauman, 1996), mientras que el cerebelo presenta
una pérdida de células de Purkinje (Ritvo et al., 1986; Bailey et al., 1998).

Algunos estudios han demostrado que en la corteza cerebral de individuos con
TEA existe un incremento en la densidad de espinas dendriticas (Hutsler y Zhang,
2010; Phillips y Pozo-Miller, 2015; De la Torre-Ubieta, 2016). Este aumento se
observa tanto en las dendritas basales, apicales y de manera siginificativa en las
dendritas oblicuas de las neuronas localizadas en la capa Il de la corteza cerebral
(Hutsler y Zhang, 2010) (Figura 5). El incremento en la desidad de espinas
dendriticas tambien se ha obsevado en diversos modelos animales de autismo
(Niesman et al., 2011; Wang et al., 2011; Schmeisser et al., 2012; Isshiki et al.,
2014; Tang et al., 2014; Schuster et al., 2015; Hullinger et al., 2016; Mei et al.,
2016), sugiriendo una caracteristica comdn en la neuropatologia del autismo. Sin
embargo, aun no es claro si alteraciones en las espinas dendriticas estan
asociadas con la aparicién y progresion de los sintomas relacionados con el TEA 'y
tampoco se sabe si esta malformacion es una causa o0 una consecuencia de
algunas perturbaciones cognitivas.

Adicionalmente alteraciones en la morfologia de las espinas han sido descritas en
neuronas corticales en niflos con discapacidad intelectual (Purpura, 1974),
sindrome de Rett, sindrome de Down y sindorme de X fragil (Kaufmann y Mosser,
2000); en enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia, neurolégicas como la
epilepsia y neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Penzes et al.,

2011; Herms y Dorostkar, 2016). Las anormalidades de las espinas dendriticas



podrian tener como resultado un grado sustancial de disfuncion a nivel de las
neuronas individuales afectando circuitos neuronales involucrados en las diversas
funciones cognitivas (Dierssen y Ramakers, 2006; Zoghbi y Bear, 2012; Peca y
Feng, 2012), sugiriendo un papel significativo de las espinas dendriticas en
diversos procesos fisiolégicos y patoldgicos del sistema nervios central. Sin
embargo, los mecanismos involucrados en estas alteraciones estructurales y
funcionales no se conocen completamente (Kasai et al., 2010; Calderoni et al.,

2016).

Figura 5. Neurona piramidal de un caso con TEA. La neurona muestra una impregnacion nitida a
la tincién de Golgi (A). Segmentos de dendritas apicales que muestran densidad de espinas de
células piramidales de TEA (B) y sujetos control (C). Escala de la barra A =25 um; By C = 20 um.
Modificado de Hutsler y Zhang, 2010.

Por otro lado, se sabe que en los primeros afos de vida del nifio se forman miles

de millones de sinapsis; pero se eliminan gradualmente las conexiones



innecesarias (Kano y Hashimoto, 2009), las cuales permiten refinar la funcion de
los circuitos neuronales. En el autismo este proceso no se lleva de manera
adecuada (Tang et al., 2014); lo cual puede explicar porque los cerebros de nifios
y adolescentes con autismo presentan un exceso de sinapsis y espinas

dendriticas en el cerebro (Courchesne et al., 2011; Tang et al., 2014).

Modelos animales para el estudio del TEA

El manejo de ratones como modelos de enfermedades humanas ha sido utilizado
de manera constante en la investigacion para entender los mecanismos
involucrados en el desarrollo de una enfermedad y evaluar posibles estrategias
terapéuticas (Vandamme, 2015; Leung y Jia, 2016). La alta prevalencia del TEA
(Hill et al., 2016), demuestra que es necesario seguir buscando los posibles
sustratos biolégicos asociados en este trastorno y las anomalias neuroanatomicas
que podrian estar involucradas en las alteraciones conductuales caracteristicas de
este desorden del neurodesarrollo. Debido a que en los dltimos afos diversas
investigaciones sugieren una asociacion entre mutaciones genéticas y la génesis
del TEA (De la Torre-Ubieta et al., 2016; Nomura et al., 2017), diversos modelos
animales basados en la inhibicién de la expresion de genes han sido desarrollados
para entender esta relacion. Algunos de estos modelos incluyen mutaciones en los
genes involucrados en el desarrollo de la sinapsis, sintesis de neurotransmisores,
alteracion en el equilibrio excitador-inhibitorio (E/l), sefalizacion celular,
transcripcion, metilacion y factores neurotroficos, entre otros (Silverman et al.,
2010; Niesmann et al., 2011; Wang et al., 2011; Peca y Feng, 2012; Schmeisser et

al., 2012; Isshiki et al., 2014; Tang et al., 2014; Schuster et al., 2015; Hullinger et



al., 2016; Mei et al., 2016; Nomura et al.,, 2017). Adicionalmente se han
desarrollado cepas endogamicas como NOD/LtJ, NZB/B1NJ, PL/J, SJL/J, SWR/J,
NLGN4, y C58/J (Silverman et al., 2010). Todos estos modelos muestran una o

varias conductas relacionadas con el autismo.

Ratdon C58/J como modelo para el estudio del autismo

La cepa de ratén C58/J fue desarrollada en 1921 a partir del apareamiento de
hermanos provenientes de la camada 58 y 52 de sexo masculino. Los ratones
fueron producidos por MacDowell en Cold Spring Harbor y de ahi transferidos a la
Universidad de California y en 1948 a Jackson Laboratory donde se ha
comercializado la cepa con el nombre de C58/J. Los ratones macho C58/J han
mostrado falta de sociabilidad, comunicacion deteriorada asi como
comportamientos repetitivos y estereotipados (Moy et al., 2008; Silverman et al.,
2010; Ryan et al.,, 2010; Blick et al., 2015; Ellegood y Crawley, 2015),
caracteristicas principales del autismo, sin embargo, se desconoce si estas
caracteristicas podrian estar relacionadas con alteraciones neuroanatémicas
asociadas al TEA, por lo tanto, el objetivo de este trabajo es conocer si los ratones
C58/J presentan alteraciones en la morfologia neuronal similares a las que

presentan las personas con TEA.



JUSTIFICACION

A pesar de que el descubrimiento del autismo data desde el afio 1943 aun no se
sabe con certeza cual es la causa de dicho padecimiento debido a su amplio
espectro y heterogeneidad. El incremento de personas diagnosticadas con TEA
hace necesario dirigir investigaciones enfocadas a conocer los mecanismos
celulares que podrian estar involucrados en la génesis del TEA. Aunque diversas
alteraciones en la morfologia neuronal han sido descritas en los cerebros de
personas con TEA, se requieren mas estudios que permitan tener una descripcion
completa de todas las alteraciones morfoldégicas que podrian estar presentes en
los cerebros con TEA, por lo que el uso de modelos animales podria acelerar
estas investigaciones. El raton C58/J presenta una falta de sociabilidad y maltiples
conductas estereotipadas, sugiriendo su uso como un modelo animal para el
estudio del autismo, sin embargo, no existen trabajos enfocados a conocer las
caracteristicas neuroanatémicas de este ratén y su relacién con las conductas
presentadas, por lo que en la presente investigacién se traté de hacer un estudio
de la morfologia que presentan las neuronas corticales del raton C58/J y

establecer si estas son similares a las reportadas en el humano.



HIPOTESIS

Hi. Los ratones C58/J presentaran cambios significativos en la anatomia neuronal
en general, asi como en la morfologia y densidad de las espinas dendriticas de las
neuronas de la corteza cerebral con respecto a los ratones control.

Ho. Los ratones C58/J no tendran cambios en la anatomia de las neuronas, ni en

la morfologia y densidad de las espinas dendriticas con respecto a ratones control.

OBJETIVO
Objetivo general
Conocer si los ratones C58/J tienen una alteracion en la morfologia neuronal como

la que se observa en cerebros de personas con TEA.

Objetivos especificos

1. Analizar la morfologia de las dendritas neuronales en corteza cerebral, de los
ratones C58/J.

2. Conocer si existen cambios en la densidad de las espinas dendriticas en los
ratones C58/J.

3. Determinar si existen un tipo particular de espinas dendriticas que se encuentra

alterado en los ratones C58/J.



MATERIALES Y METODOS

Animales

Ratones C57BL/6J (n=5) y ratones C58/J (n=5) (The Jackson Laboratory), de cuatro
semanas de edad fueron utilizados durante toda la fase experimental (Figura 6). La cepa
C57BL/6J fue usada como grupo de comparacion debido a la estrecha similitud fisica y
linaje genético similar con el ratdbn C58/J (Moy et al., 2008). La cepa de ratén C58/J surge
a partir del apareamiento de hermanos provenientes de la camada 58 y 52 de sexo
masculino. Un acoplamiento del mismo macho pero con una hembra diferente generé la

cepa mencionada.

Figura 6. Representacion de un ratén C58/J.



Durante todo el proceso experimental los ratones fueron mantenidos a una
temperatura de 20 = 2 °C, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (7:00 am a 7:00
pm), con alimento en pellet y agua ad libitum, todo el protocolo se realizé durante
la fase de luz. Para la obtencion de los cerebros los animales fueron anestesiados
profundamente con una inyeccion de pentobarbital sédico (60 mg/kg i.p.) antes de
la eutanasia. EI mantenimiento, manipulacion y cuidado de los ratones sigui6 las
reglas establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999. El uso de
los animales y el desarrollo experimental fue aprobado por el Comité de Etica de la

Facultad de Psicologia de la UNAM (FPSI/DIP/CE/07/2015).

Impregnacion de Golgi

El marcaje de las espinas dendriticas se realiz6 con la técnica de Golgi, la cual es
un sencillo procedimiento histologico que revela la morfologia neuronal completa
en dos dimensiones. Este método se fundamenta en la formacion de depdsitos
opacos intracelulares de cromato argéntico, producto de la reaccion entre el
bicromato de potasio y el nitrato de plata (reaccion negra) (Melendez-Ferro et al.,
2009).

El andlisis de las espinas en cerebros de ratones fue realizado a través del ensayo
rapido de Golgi-Cox (FD NeuroTechnologies), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para estos experimentos los cerebros de los ratones C57BL/6J y
ratones C58/J no fueron perfundidos. Después de la eutanasia los cerebros fueron
removidos rapidamente del craneo para evitar algin dafio del tejido,
posteriormente disectados y lavados varias veces con buffer de fosfatos 0.1 M (pH

7.4), a temperatura ambiente (Melendez-Ferro et al., 2009) (Figura 7A). Los



cerebros fueron inmersos en una solucion de impregnacion (A+B), y reemplazada
después de 6-12 horas para ser guardados en la oscuridad por 15-16 dias.
Después de este periodo los cerebros fueron puestos en una solucién C que fue
reemplazada después de 24 horas y guardadas en la oscuridad por las siguientes
48-60 hrs.

Un microtomo (Ecoshel/335), fue usado para cortar rebanadas coronales de 75
micras (um) de grosor. Las placas fueron montadas en portaobjetos, oscurecidas,

deshidratadas y cubiertas con permount (Figura 7B).

Figura 7. Ejemplo de un cerebro de ratén C58/J impregnado en la solucion de Golgi, disecado y
lavado (A). Laminillas con muestras de las rebanadas de cerebro procesadas de acuerdo al ensayo

rapido de Golgi-Cox (B).

Andlisis de la morfologia neuronal.
Las caracteristicas morfolégicas de las neuronas y el estudio cuantitativo de la
arborizacion dendritica se realizé a través de un analisis semiautomatizado de tipo

Sholl a doble ciego (Kutzing et al., 2010; Langhammer et al., 2010). Para lo cual se



analizaron al menos 10 neuronas de corteza cerebral de manera aleatorizada por
cada raton. Un total de 50 neuronas por grupo fueron analizadas. Solo las
neuronas que tuvieron una impregnaciéon completa del arbol dendritico,
relativamente aisladas de las neuronas vecinas y que no cruzaron con dendritas
de otras neuronas fueron seleccionadas para el andlisis. Las neuronas fueron
capturadas en diversas imagenes con una camara digital (Euromex microscopes,
Holanda), conectada a un microscopio 6ptico (US MICROS IV, Holanda), con un

objetivo 40x.

Las imagenes fueron capturadas en serie (Z-stack), con espacio entre cada
seccion de 0.5 pym, con un total de 10 imagenes. Todas las imagenes fueron
calibradas a 100 um / 859 pixeles y convertidas a un formato de mapa de 8 bits y
procesadas en Z-stacks para tener una mejor definicién de la morfologia neuronal,
las imagenes finales fueron guardadas con formato Tiff y posteriormente
procesadas secuencialmente en los programas: ImagenFocus v3.0., ImageJffiji
(Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institute of Health, Bethesda, MD, USA,
http: //rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2014), NeurolmageJ y NeuroStudio. Estos
programas permitieron tener informacion acerca de la posicion de segmentos de
dendritas en un espacio relativo del resto de la célula, realizar un modelado de la
arborizacion neuronal y definir informacién estructural acerca de la conectividad
entre neuritas con el fin de tener una descripcion completa del arbol dendritico y
los diferentes tipos de arborizaciones (Figura 8). Un analisis posterior con el
programa Bonfire de Matlab permitio conocer el nimero de dendritas primarias

(raiz), secundarias (intermedias) y terciarias (terminales) (Figura 9A, B), numero



total de ramificaciones (Figura 9C), nimero de racimos dendriticos por célula y

ndmero de terminales neuriticas o puntos terminales (Figura 9C, D).

Neurona Control

Figura 8. Andlisis de Sholl para la morfologia neuronal. La imagen muestra los circulos
concéntricos generados a partir del soma, cada circulo permite el andlisis de los segmentos

dendriticos, longitudes e intersecciones de las ramificaciones. La distancia entre cada circulo es de

3 um.
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Figura 9. Analisis de la arborizacién dendritica. La imagen muestra el resultado del analisis
semiautomatizado de Sholl (A). Se aprecian los puntos de ramificaciones dendriticas primarias,
secundarias o terciarias asignadas como Raiz (R), Intermedia (I) y Terminal (T) respectivamente
obtenidos de la dendrita (B); el numero de circulos depende del nUmero de ramificaciones y el
largo de la neurona (C). Las gréaficas representan el nUmero de ramificaciones que se obtienen en
cada una de las intersecciones de los circulos concéntricos y puntos terminales (D). Modificado de
Langhammer et al., 2010.

Andlisis cuantitativo de las espinas dendriticas

La estimacion del niamero de espinas dendriticas se realizé a través de una
observacién a doble ciego y método semiautomatizado desarrollado por Orlowski y
Bjarkam (2012), tomando en cuenta los siguientes criterios: a) seleccion de una
dendrita lo mas recta posible; b) se considerd espina a cualquier protuberancia
gue emergiera de esa dendrita; c) se seleccioné a la dendrita que presento

espinas con mayor nitidez y d) la cuantificacion de las espinas se normalizé en



fragmentos de 50 um a partir del soma. Las dendritas seleccionadas se tomaron
de neuronas de la corteza cerebral de manera aleatorizada. Una vez
seleccionadas las dendritas se capturaron imagenes en serie (Z-stacks), con un
espacio de 0.5 um entre seccion y seccidn. Posteriormente las imdgenes tomadas
de cada grupo fueron procesadas con el programa ImagenFocus v3.0. y llevadas
al programa ImageJ para elaborar una imagen digitalizada de la region de interés
(RO, por sus siglas en inglés), con un fragmento de dendrita seleccionado (Figura
10A). Se realiz6 un conteo manual del numero de espinas dendriticas (Figura 10B)
y posteriormente un andlisis semiautomatizado para corroborar el nimero de
espinas con imagenes previamente binarizadas con el programa ImageJ para
obtener una imagen blanco y negro sobre la cual gener6 una “esqueletonizacion”
de la fotografia binaria (Figura 10C). La “esqueletonizacién” es un método
implementado en el programa ImageJ basado en la eliminacién de algoritmos
(Figura 10D) (Orlowski et al., 2012), que remueve los pixeles de los bordes del
objeto en una imagen binaria hasta reducirlos a formas de un sélo pixel de ancho
(topologia del esqueleto), permitiendo identificar las protuberancias reales que
emergen de la dendrita. Las imagenes obtenidas fueron corregidas y analizadas
en el plugin AnalyzeSkeleton. Esta segunda “esqueletonizacion” permitié descartar
irregularidades de la superficie de la dendrita que podrian haber dado una
estimacion errénea en el numero de espinas; y solo considerd las espinas

dendriticas reales (Figura 10E).



Figura 10. Imagen de neurona que sirve para ejemplificar el método semiautomatizado para la
estimacion de espinas dendriticas. A) Localizacién de la regiéon de interés, B) Fragmento de
dendrita analizado, C) réplica binaria del fragmento obtenido en B, D) esqueleto calculado de la
imagen binaria, E) ejemplificacion de espinas dendriticas finales del esqueleto. Escala de barra =

10 um.

Clasificacion de espinas dendriticas

La clasificacion de las espinas dendriticas se realiz6 a través del método
propuesto por Risher et al. (2014), con pequefias modificaciones. Este método
permitio identificar la morfologia de las espinas dendriticas en células
impregnadas con Golgi convencional. Las imagenes capturadas para la
cuantificacion de las espinas fueron empleadas para la clasificacion de las
espinas. Brevemente, la imagen final Z-stack procesada en Z project, se convirtio

a un formato RGB color y se guardd como una secuencia de imagenes.



Posteriormente se empleo el software libre RECONSTRUCT
(http://synapses.cim.utexas.edu), para elaborar un trazado ininterrumpido sobre la
dendrita de 10 um de longitud. Con las espinas dendriticas visualizadas en este
segmento, se realizé una medicion del didmetro de la cabeza y la longitud del
cuello de la espina, la clasificacion de las espinas tuvo los siguientes criterios:
filipodia, longitud de cuello >2 um; delgada-larga, longitud de cuello >1um pero
<2um; delgada, longitud de cuello <1um; redondeada, para una ratio
cabeza/cuello <1uym y hongo, cabeza con un didmetro >0.6 um (Figura 11). Un
aproximado de 150 espinas dendriticas por grupo se utilizé para el andlisis

morfologico.

base

Figura 11. Identificacién de espinas dendriticas. A) La morfologia de las espinas se determina de
acuerdo a la longitud del cuello (L), diametro del cuello (Dc) y didmetro de la cabeza (Dca). B)
Ejemplo del tipo de espinas encontradas: filipodio (F), hongo (H), redondeada (R), delgada (D) y
delgada larga (DI); en un segmento de dendrita, en la parte superior se muestra un esquema de las

espinas observadas en las fotomicrografias del panel inferior. Modificado de Villegas, 2016.


http://synapses.clm.utexas.edu/

Analisis Estadistico

Una prueba de ‘t” no pareada fue utilizada para todas las comparaciones entre
grupos. La normalizacion de los datos se realiz6 mediante las pruebas Shapiro-
Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Cuando nuestras muestras no cumplieron los criterios
de normalidad, se utilizé una U de Mann-Whitney. La comparacion entre los tipos
de espinas se realizO mediante ANOVA multivariada. Los resultados se
expresaron en promedios * error estandar, un valor de p < 0.05 fue considerado

para indicar la significancia estadistica.



RESULTADOS

Las neuronas corticales del raton C58/J presentan alteraciones morfoldgicas

Los resultados del andlisis cualitativo de la impregnacién de Golgi en los cerebros
de ratones C58/J mostraron una excelente impregnacion de los somas, dendritas y
espinas dendriticas (Figura 12). Ademds, se pudo observar que las neuronas
corticales mostraron una arborizacién dendritica con mayor complejidad con
respecto al grupo control. El andlisis de Sholl confirm6 que las neuronas de los
ratones C58/J presentan un mayor numero de ramificaciones dendriticas en
comparacioén a los ratones control (t [98]=-10.85; p<0.5) (Figura 13A), asi como un
incremento en el nUmero de puntos terminales (t [98]=-8.95; p<0.5) (Figura 13B).
El incremento en el nimero de ramificaciones se pudo observar en las dendritas
primarias, secundarias y terciarias (Figura 13C). Adicionalmente se pudo observar
que las dendritas de las neuronas del raton C58/J presentan una mayor longitud

con respecto a los ratones control (U=<.000; p<0.5) (Figura 13D).

CONTROL Cc58/J

Figura 12. Impregnacion de Golgi en neuronas de la corteza cerebral. Se muestra la morfologia
neuronal de ratones control y ratones C58/J. Escala de la barra = 100 um.



A 8r B
") *
0 . Control n=50 f_é rS
L st €58/1 n=50 e =
o £
= P -
8 4t 2
= * n
E S
 2f 5
a
0 S
Control C-58/] Control C-58/1]
C *
% I control n=50
Qar [ c58/1n=50
c
O aL
23
©
£
=2r
£
©
o 1r
0 S—
Primaria Secundaria Terciaria
D
500
E * Control n=50
@ = 400 T C58/In=50
T g
T 5 300
=25
gﬂ 8 200
S &
5
3 100
0
CONTROL C58/J
E §
,\ 1;1\‘ N - =4 Soma
2 s 2 5 . . .
k 2o ‘k_\ / i D Dendrita primaria (raiz)
(s a -
’k;\ﬁ —f — l:l Dendrita secundaria (intermedia)
L ~ h . .. .
< ) \‘f\- l:‘ Dendrita terciaria (terminal)
\( : </ .
k x / W "%t D Puntos terminales
’ ) -
53 . / S5 LY

Figural3. Morfologia neuronal del ratén C58/J. Un andlisis de Sholl fue utilizado para conocer el
namero de ramificaciones (A), numero de puntos terminales (B), tipos de ramificaciones (C) y
longitud de ramificaciones (D). El esquema muestra el resumen de los principales cambios
observados en la corticales neuronas del ratonC58/J (E). Los datos son expresados como el
promedio * error estandar. * p < 0.05.



Estos resultados en su conjunto sugieren que las neuronas corticales del ratdon
C58/J presentan una arborizacion dendritica alterada (Figura 13E).

Con el fin de conocer si el incremento en el nimero de ramificaciones dendriticas
estaba asociado con una mayor complejidad de la arborizacion se realizé un
analisis del nimero de intersecciones a lo largo de la dendrita (Binley et al., 2014)
(Figura 14A).

Los resultados obtenidos de 50 neuronas de 5 ratones diferentes muestran un
mayor numero de intersecciones en las neuronas corticales del ratén C58/J. De
manera interesante se pudo observar que los ratones C58/J tienen una mayor
complejidad entre los 15-30 ym de largo, la complejidad disminuye conforme se
aleja del soma pero no deja de ser mayor con respecto al grupo control (Figura
14B). Esta complejidad en las neuronas de los ratones C58/J podria ser un

indicador de la actividad cerebral.
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Figural4. Los ratones C58/J presentan mayor complejidad neuronal. La complejidad fue definida
como el niumero de intersecciones que tiene la dendrita cuando pasa a través del circulo
concéntrico a partir del soma (A). Analisis de la complejidad de la neurona a partir del nimero de

intersecciones promedio en ratones control (linea negra) y ratones C58/J (linea gris) (B).



Las neuronas corticales del raton C58/J muestran un mayor numero de
espinas dendriticas.

Estudios realizados en corteza cerebral de humano diagnosticados con TEA han
demostrado que existe un incremento en la densidad de espinas dendriticas
(Hutsler y Zhang, 2009). Con el fin de conocer si ademas de las alteraciones en la
arborizacion dendritica los ratones C58/J presentaban alteraciones en el nimero y
tipo de espinas dendriticas se realiz6 un andlisis del numero total de espinas
dendriticas. ElI nimero total de se llevd a cabo tomando 50 segmentos de dendrita
de 50 micras cada uno y realizando un conteo de espinas dendriticas por grupo.
Nuestros resultados muestran que los ratones C58/J presentan un incremento de
2.5 veces con respecto a las neuronas control (Figura 15). Sugiriendo que los
ratones C58/J reproducen una de las caracteristicas observadas en los cerebros

de personas con TEA.
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Figural5. Numero de espinas dendriticas en neuronas corticales del raton C58/J. Barras negras
representan el grupo control y las barras grises los ratones C58/J. Los valores representan el
namero total de espinas dendriticas obtenido en segmentos de 50 micras de 50 dendritas. Los

datos son expresados como el promedio + error estandar. * p < 0.05.



Morfologia de espinas dendriticas en neuronas corticales del ratén C58/J

Con el fin de determinar si en los ratones C58/J prevalecia o se alteraba un tipo
particular de espinas dendriticas, se realizd6 un andlisis morfologico a través del
meétodo propuesto por Risher et al., (2014), con algunas modificaciones. Para este
analisis se seleccionaron segmentos de dendrita de 50 um de longitud y un
aproximado de 150 espinas se eligio por cada grupo. Con las espinas dendriticas
visualizadas en este segmento, se realizé una medicion del diametro de la cabeza
y la longitud del cuello de la espina, como se describe en la metodologia.

Los resultados muestran que los ratones C58/J presentan un incremento
significativo en las formas “filipoideas” (33%) y un menor nimero en espinas de
tipo “hongo” (49%). Asimismo, presentan mayor cantidad de espinas de tipo
“delgada-larga” (14%) con respecto a los grupos control (3%). Las espinas con

forma “redondeada” y “delgada” no tuvieron ningan cambio significativo (Figura

16).
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Figural6. Grafica de los porcentajes de clasificacion de espinas dendriticas para grupo control
(barras negras) y C58/J (barras grises) (150 espinas= 100%). Ambos grupos de ratones muestran
mayor densidad de espinas de tipo ‘hongo’ y menor densidad en las de tipo ‘redondeada’. * p <

0.05.



DISCUSION

Diversos estudios han reportado que las personas con TEA pueden presentar
alteraciones en el sistema nervioso central que incluyen: una alta densidad
neuronal, alteraciones en la conectividad sinaptica (Belmonte et al.,, 2004;
Courchesne, 2004; Frith, 2004; Hughes, 2007; Rippon et al., 2007; Palau-Baduell,
2012; Calderoni et al., 2016; O’Reilly, 2017), aumento de la densidad de columnas
corticales (Casanova et al., 2002; Courchesne et al., 2011) e incremento en el
namero de espinas dendriticas (Hutsler y Zhang, 2010; Phillips y Pozo-Miller,
2015; De la Torre-Ubieta, 2016), entre otros. De manera interesante la alteracion
en las espinas dendriticas también ha sido observada en ratones modificados
genéticamente que han sido utilizados para estudiar genes candidatos vinculados
al TEA (Silverman et al.,, 2010 Niesmann et al., 2011; Wang et al., 2011; Peca y
Feng, 2012; Schmeisser et al., 2012; Isshiki et al., 2014; Tang et al., 2014;
Schuster et al., 2015; Hullinger et al., 2016; Mei et al., 2016; Nomura et al., 2017).
En esta tesis se pudo comprobar que las neuronas corticales del raton C58/J (un
modelo sugerido para estudiar el TEA por sus conductas estereotipadas y falta de
comunicacién social), presenta alteraciones en la morfologia neuronal que
incluyen: dendritas con mayor longitud y numero, una mayor complejidad neuronal
y un incremento en el niumero de espinas dendriticas, estos resultados en su
conjunto sugieren que las neuronas corticales del raton C58/J presentan
alteraciones en la arborizaciébn dendritica y sinapsis. Las alteraciones en la
morfologia dendritica podrian estar asociadas a problemas en la neurogénesis. La
morfogénesis de las dendritas es un proceso complejo pero bien orquestado que

incluye la formacién de los arboles dendriticos y espinas dendriticas, estructuras



basicas que permiten a las neuronas comunicarse unas con otras. Los arboles
dendriticos son estructuras altamente dindmicas, los racimos dendriticos pueden
retraerse o extenderse en respuesta a la informacion recibida y pueden ser
estabilizados o mantenidos por la sefalizacion postsinaptica, que daria como
consecuencia patrones de ramificacion, asi como el tamafio y geometria del arbol
dendritico (Dailey y Smith, 1996; Cline, 2001; Niell et al., 2004). Los patrones de
ramificacion y la extension de los racimos dendriticos se encuentran directamente
asociados con el numero y distribucién de entradas de informacién que las
neuronas pueden recibir y procesar, ademds, constituyen la base de redes
neuronales especificas. Por ejemplo, en neuronas piramidales de la capa 5 de la
corteza prefrontal el incremento de la complejidad de los arboles dendriticos
determina el reclutamiento de neuronas en circuitos funcionales (Papoutsi et al.,
2017). Las alteraciones en la morfologia dendritica o defectos durante el desarrollo
podrian generar cambios en los patrones de arborizacion dendritica,
fragmentacién de las dendritas, retraccion o pérdida de los racimos dendriticos y
extension de las ramificaciones dendriticas afectando directamente el desarrollo
de los circuitos neuronales (Kulkarni y Firestein, 2012). El incremento en la
longitud y numero de dendritas y la mayor complejidad neuronal observada en las
neuronas corticales del ratébn C58/J (Figura 12-14), generaria arboles dendriticos
alterados afectando la entrada de la informacion tanto en neuronas individuales
como en circuitos neuronales, la pérdida en el procesamiento de la informacion
tanto interna como externa, podria generar respuestas inadecuadas de funciones
especializadas como la falta de sociabilizacion y comportamientos estereotipados.

Por otro lado, es probable que los ratones C58/J tengan alteraciones en proteinas



gue regulan la formacion de patrones dendriticos especificos para cada tipo de
neurona tales como: factores de crecimiento, receptores a efrinas, integrinas,
proteinas involucradas en las vias de sefializacion, proteinas de matriz
extracelular y moléculas de adhesion celular (Ledda y Paratcha, 2017). En este
sentido estudios a nivel molecular en el TEA han revelado una inhibicion del gen
MET y su ligando el factor de crecimiento hepatocitico (HGF, por sus siglas en
inglés) (Campbell et al., 2007). La via HGF/MET juega un papel importante en la
regulacion de la morfologia dendritica durante el desarrollo de la corteza cerebral y
promueve el crecimiento neuritico en neuronas talamicas (Powell et al., 2003;
Gutierrez et al., 2004). También se ha observado que los pacientes con TEA
muestran mutaciones en las neuregulinas 3 y 4 (Tabuchi et al., 2007; Jamain et
al., 2003; Hutsler et al., 2010). Las neuregulinas son moléculas de adhesién
celular asociadas con el crecimiento de los axones y dendritas (Ichtchenko et al.,
1996; Song et al.,, 1999). Las mutaciones en las neuregulinas podrian tener un
papel muy importante en la neuropatogénesis del autismo (Persico y Bourgeron,
2006; Zoghbi, 2003). Estudios en proceso son dirigidos para conocer la expresion
de algunas proteinas sinapticas en el cerebro del raton C58/J.

Los cambios observados en la morfologia de la dendrita también podrian estar
asociados a cambios en el nimero y forma de las espinas dendriticas, lo cual
podria ser un indicador de alteraciones en la sinapsis. En este sentido, nuestro
estudio demostré que las espinas dendriticas en el raton C58/J presentan un
incremento significativo con respecto a los ratones control (Figura 15). Una
formacion inapropiada de la sinapsis o pérdida de la estabilidad sinaptica podria

conducir a una afectacion de los circuitos neuronales asi como de la comunicacion



neurona-neurona y eventualmente conducir a alteraciones en la plasticidad
neuronal y enfermedades cerebrales. Cambios en la morfologia y niumero de las
espinas dendriticas han sido descritas en diversos desordenes del neurodesarrollo
como el sindrome de Down, sindrome de Rett, sindrome de X fragil (Kaufmann 'y
Moser, 2000) y autismo (Hutsler y Zhang, 2010). Sugiriendo que la patologia de
las espinas dendriticas es un evento comun en los desordenes del
neurodesarrollo. El incremento en el nUmero de espinas dendriticas podria ser un
mecanismo de respuesta al aumento en la longitud y nimero de dendritas, como
un mecanismo de adaptacion para procesar un mayor nimero de informacién que
se recibiria a través de las dendritas (Kulkary y Finestein, 2012). Sin embrago, un
mayor numero de sinapsis no es un indicador de mejor funcionalidad.
Recientemente se ha demostrado que las entradas excitatorias dependen de la
cantidad de las espinas dendriticas y estas a su vez se correlacionan con el
tamafio de la densidad postsinaptica (Konur et al., 2003). En el autismo existen
mutaciones en proteinas involucradas en el mantenimiento de la sinapsis
afectando el balance excitador/inhibidor (Sudhof et al., 2008), el incremento en el
ndamero de espinas y el desbalance entre la excitacion e inhibicion podria estar
asociado al mantenimiento de conducta repetitivas.

Nuestro estudio demostr6 que ademas del incremento en el numero de espinas
dendriticas, el raton C58/J presenta alteraciones en la morfologia de la espina.
Particularmente se encontrdé un incremento significativo de espinas tipo filipoideas
y espinas delgada-largas y una disminucion en espinas tipo hongo (Figura 16). Las
mutaciones en las neuregulinas observadas en pacientes con TEA (Persico y

Bourgeron, 2006; Zoghbi, 2003), podrian estar involucradas en ruptura y



desestabilizacion de estructuras tipo filipoideas, alterando la contraccion de los
filipodios (Chen et al., 2010). Las espinas tipo ‘filipodio’ son considerados estados
inmaduros de las espinas, el incremento observado en estas espinas podria dar
como resultado una inadecuada conexion entre neuronas debido a una pobre
comunicacién sinaptica. Las espinas de tipo delgadas, redondas y en forma de
hongo son las espinas mas abundantes en las neuronas (Gonzéles-Burgos, 2008).
Las espinas delgadas son consideradas espinas involucradas en el aprendizaje
mientras que las espinas en forma de hongo participan en los procesos de
memoria (Bourne y Harris, 2007). En nuestro trabajo también se encontré un
incremento en las espinas delgada largas y un decremento en las espinas tipo
hongo, esto podria sugerir que los ratones C58/J podrian mantener la capacidad
de aprender una tarea pero tendrian problemas para recordarla. En este sentido
se ha reportado que las personas con TEA muestran problemas en la memoria de
trabajo (Schuh et al., 2016) y memoria espacial (Urbain et al.,, 2015). El
desbalance entre las espinas delgadas y las espinas en forma de hongo podria
verse reflejado en conexiones disfuncionales y los problemas de memoria
mencionados. Estudios en proceso son dirigidos para conocer si el ratbn C58/J
presenta problemas de memoria y aprendizaje ademas de tratar de establecer una
correlacién entre la alteracion en la morfologia neuronal y las conductas

estereotipadas en el raton C58/J.



CONCLUSIONES

1. Las neuronas corticales del raton C58/]J presentan alteraciones
morfologicas que incluyen: incremento en el numero de arborizaciones
dendriticas y dendritas con mayor longitud y complejidad.

2. En las dendritas del raton C58/J se observé un nimero mayor de espinas
dendriticas.

3. Las espinas tipo filipodio y delgada-larga tienen una mayor presencia en las
dendritas del raton C58/J.

4. Las espinas tipo hongo tienen una menor presencia en las dendritas del
raton C58/J.

5. Las espinas de tipo delgada y las espinas redondeadas observadas en las
dendritas del ratén C58/J no presentan ningun cambio significativo.

6. Estos resultados en su conjunto sugieren que el raton C58/J reproduce
caracteristicas neuropatolégicas asociadas al TEA.

7. Los resultados del presente estudio plantean la necesidad de experimentos
para establecer una relacién entre las conductas estereotipadas del raton

C58/J y las alteraciones neuronales.
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