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1. Resumen

El autismo es un grupo de trastornos del desarrollo pre y posnatal colectivamente
denominado trastorno del espectro autista (TEA). Tiene una etiologia muy heterogénea
a la cual se han asociado mecanismos genéticos que regulan la expresion de genes
involucrados en el rearreglo del citoesqueleto y la plasticidad neuronal. Diversos
estudios han relacionado a las alteraciones en la corteza prefrontal (CPF) con atipias
conductuales como el déficit persistente en la comunicacion e interaccion social. Hoy en
dia, los modelos animales son ampliamente utilizados para tratar de dilucidar los
cambios neurobiologicos que subyacen al TEA. Un modelo de interés es la cepa C58/J
pues presenta un fenotipo conductual de tipo autista. Previamente en nuestro grupo se
demostrd que existen cambios en el contenido de proteinas asociadas a citoesqueleto
en la CPF de esta cepa, que podria estar afectando la morfologia del arbol dendritico
de esos ratones. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar si existen
cambios en la morfologia y complejidad de las neuronas piramidales de la capa Il/1ll de
la CPF de la cepa C58/J en comparacidbn con una cepa neurotipica. Nuestros
resultados muestran una menor complejidad de dendritas primarias y secundarias, asi
como menor longitud de dendritas primarias y arborizacién total de los ratones con
fenotipo autista. Estos resultados podrian indicar una falla en la comunicaciéon neuronal
entre areas como la CPF contralateral (cCPF) y la amigdala basolateral (BLA), lo que

podria afectar a la memoria asociativa y la conducta dirigida a metas.

Palabras clave: trastorno del espectro autista, citoesqueleto, neuronas piramidales,
corteza prefrontal, C58/J



2. Introduccion

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es considerado un trastorno del neurodesarrollo
pre y posnatal (American Psychiatric Association, 2013), que se caracteriza por la
presencia de deficiencias en la comunicacion social, y la presencia de patrones
restrictivos y repetitivos en la conducta, intereses o actividades, que persisten a lo largo
de la vida (Bourgeron, 2015). Este es uno de los desérdenes de la nifiez mas
impactantes en términos de prevalencia, morbilidad, consecuencias, impacto en la

familia y costo a la sociedad (DiCicco-Bloom et al., 2006).

La corteza prefrontal (CPF) es importante para el control de las funciones ejecutivas
(Portellano, 2005) y esta implicada en sintomas esenciales del TEA como la regulacién
de respuestas socioemocionales (Ajram et al., 2017) y la dificultad para llevar a cabo
funciones ejecutivas (Chen et al., 2016). La funcionalidad de las neuronas piramidales
de la CPF es importante ya que se encargan tanto de la comunicacion corticocortical
(capas Il y lll) asi como la proyeccion a regiones subcorticales (capas V y VI) (Kandel,
Schwartz, Jessel, & Hudspeth, 2013; Purves et al., 2007). Algunos autores han sugerido
que existe una conectividad anormal entre regiones involucradas en circuitos de
regulacion emocional, conducta social y funciones cognitivas y motoras; y que éstas
podrian subyacer a los cambios conductuales observadas en el TEA (Bowler, Gaigg, &
Lind, 2011; Courchesne & Pierce, 2005; Dowell, Mahone, & Mostofsky, 2009; Horwitz,
Rumsey, Grady, & Rapoport, 1988; Rogers et al., 2013; Vasa, Mostofsky, & Ewen,
2016).

Se ha propuesto que las alteraciones presentes en el TEA pueden deberse a cambios
funcionales y morfolégicos de las neuronas (Bakos, Bacova, Grant, Castejon, &
Ostatnikova, 2015; Bourgeron, 2015; Clement et al., 2012; Zoghbi & Bear, 2012). Se ha
encontrado que existe una reduccion en el numero de dendritas en la CPF dorsolateral
de adultos (Raymond, Bauman, & Kemper, 1995) y también se ha reportado un
incremento en la densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales en
corteza visual (Larkman, 1991) y en las neuronas de la capa Il y V de la corteza del
I6bulo temporal (Hutsler & Zhang, 2010). Sin embargo, este incremento en las

densidades de espinas dendriticas se da por un aumento en el nUmero de espinas



dendriticas inmaduras y un decremento en el nimero de espinas maduras, lo que
indica un estado general de inmadurez en éstas estructuras (Martinez-Cerdefio,
Maezawa, & Jin, 2016).

Los modelos murinos son de gran utilidad para estudiar la etiologia, los sintomas, y los
tratamientos potenciales para el autismo (Blick et al., 2015; Kazdoba et al., 2015). La
cepa C-58/J es un modelo de autismo, que ha sido de gran interés debido a la
semejanza de su conducta con los sintomas caracteristicos del TEA (Argyropoulos,
Gilby, & Hill-Yardin, 2013; The Jackson Laboratory). En el laboratorio se ha demostrado
gue la cepa C58/J presenta cambios en proteinas relacionadas con el rearreglo del
citoesqueleto en comparacion con una cepa neurotipica (Barén-Mendoza et al., 2018).
Estos resultados contribuyen a las teorias que proponen que existen cambios
funcionales y morfolégicos en las neuronas de sujetos con TEA. Por lo anterior, en este
trabajo se evaluo si existian cambios en la morfologia y complejidad de las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal de los ratones C58/J en comparacién con la cepa
silvestre C57 BL/6.



3. Antecedentes

3.1Trastorno del Espectro Autista
3.1.1 Generalidades

De acuerdo con el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(American Psychiatric Association, 2013) de la Asociacion Americana de Psiquiatria
(APA), los trastornos del neurodesarrollo son un grupo de condiciones que se
manifiestan de manera temprana en el desarrollo, generalmente antes de la edad
escolar. Estos se caracterizan por deficiencias del desarrollo que producen
discapacidades del funcionamiento personal, social, académico u ocupacional. Dentro

de este grupo de trastornos se encuentra el Trastorno del Espectro Autista (TEA).

El autismo fue identificado y categorizado por primera vez por Leo Kanner en 1943 y
Hans Asperger en 1944 (Kandel et al., 2013), pero fue aceptado como diagndstico
hasta 1980 (Jumah, Ghannam, Jaber, Adeeb, & Tubbs, 2016). Este espectro de
trastornos esta considerado dentro de los trastornos del desarrollo neuronal pre y
posnatal (American Psychiatric Association, 2013), no obstante, no existen marcadores
bioldgicos definidos por lo que el diagndstico es meramente conductual (Kandel et al.,
2013). Este cuenta con tres caracteristicas comunes para su diagnéstico: deterioro en
la interaccion social, deterioro en la comunicacion verbal y no verbal, e intereses
limitados con conductas estereotipadas (Ajram etal., 2017; American Psychiatric
Association, 2013; Bourgeron, 2015; Kandel et al., 2013; Martinez-Cerdefio et al., 2016;
Zilbovicius et al., 1995).

El TEA tiene su origen muy temprano en el desarrollo (antes de los tres afios) y
persiste hasta la adultez (Ajram etal.,, 2017; Yeargin-Allsopp etal., 2003). Se
caracteriza por su variabilidad fenotipica que refleja una heterogeneidad etiol6gica muy
marcada, por lo que tampoco existe una neuropatologia clara (Kandel et al., 2013;
Martinez-Cerdefio et al., 2016). De acuerdo con DiCicco-Bloom et al. (2006), éste es
uno de los desordenes de la nifiez mas impactantes en términos de prevalencia,

morbilidad, consecuencias, impacto en la familia y costo a la sociedad.



Actualmente, los medicamentos aprobados para tratar los sintomas conductuales del
TEA son risperidona y aripiprazol, los cuales son antipsicoticos atipicos usados para el
tratamiento de diversos sintomas, como los sintomas positivos de la esquizofrenia, y la
conducta repetitiva en el TEA. La risperidona es un antagonista altamente selectivo de
los receptores D2 y 5-HT2A, lo que lo convierte en un util antipsicotico (Uriarte, 2014).
También se ha encontrado que la risperidona fortalece el efecto neuroprotector y
antioxidante de los astrocitos y se usa para tratar la irritabilidad, movimientos
estereotipados, agresion, ansiedad y depresion (McCracken et al., 2002; McDougle
et al., 1998). Por su parte, el aripiprazol actia como antagonista parcial de receptores
D2y 5-HT1A, y es usado para tratar desérdenes depresivos, tics e irritabilidad (Hirsch &
Pringsheim, 2016; Marcus et al., 2009; Owen et al., 2009; Uriarte, 2014). Aunque éstos
farmacos son los Unicos aprobados por la FDA (Matson, Sipes, Fodstad, & Fitzgerald,
2011), existen otros que estan siendo probados en ensayos clinicos (Fig. 1) (Eissa
et al.,, 2018). Aunque éstos tratamientos parecen ser elusivos (Brumback et al., 2017;
Eissa et al., 2018), los programas de intervencion conductual, educativos y de apoyo
profesional suelen mejorar el comportamiento a medida que incrementa la edad del
individuo (Kandel et al., 2013; Martinez-Cerdefio et al., 2016).

Fase IV

Risperidona

Fase I Fase Il

RG 1068

Fluoxetina Divalproato

sodico ER

Bumetanida

Fluvoxamina

Levetiracetam | Anpiprazol

Gi D-ci

Minociclina Atomoxetina

Oxcarbazepina CX516 Pioglitazona D
de sapropterina
Acido R-baclofen
dimercaptosuccinico Palperidona ER | Sertralina
Divalproato Riluzol
sodico

Fig. 1. Farmacos en diferentes fases clinicas propuestos para el tratamiento de los sintomas

conductuales y neurolégicos del TEA. *Modificado de Eissa et al. (2018).




3.1.2 Diagnostico

El manual de diagndstico de la APA en su 5% y mas reciente edicion (American

Psychiatric Association, 2013), establece cinco criterios de diagnostico enlistados

alfabéticamente de la A a la E. La tabla 1 presenta un resumen de estos criterios.

Tabla 1. Criterios diagnosticos para el TEA de acuerdo con el DSM-5.

Criterio Caracteristicas |

A) Déficit persistente en la comunicacion
e interaccidén social en multiples

contextos.

Deficiencias en la reciprocidad socioemocional.

Déficits en la comunicacion no verbal usados para la
interaccion social.

Déficits en la comprension, desarrollo y mantenimiento de

relaciones.

B) Conductas, intereses o actividades

restringidas y repetitivas.

Movimientos, uso de objetos o habla estereotipada o
repetitiva.

Insistencia 0 monotonia, apego inflexible a las rutinas o
patrones ritualizados de comportamiento verbal y no verbal.
Intereses fijados y altamente restrictivos anormales en
intensidad o foco.

Hiper o hipoactividad a entradas sensoriales o interés inusual

en aspectos sensoriales del ambiente.

C) Los sintomas deben estar presentes en

el periodo temprano del desarrollo.

D) Los sintomas causan discapacidades
sociales, ocupacionales, u otras areas

importantes de funcionamiento.

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

retraso en el desarrollo global

‘Informacién reproducida del American Psychiatric Association (2013).

De los criterios anteriormente descritos, las caracteristicas esenciales son los criterios A

y B, y la etapa en la cual se presenten las deficiencias funcionales variara de acuerdo

con las caracteristicas personales y ambientales del sujeto. Estos criterios también

deben ser descritos en cuanto a nivel de severidad, siendo 1 el menos severo y 3 el

mas severo. Asimismo, el DSM aclara que se debe especificar si el trastorno se

presenta con o sin discapacidad intelectual, y del lenguaje, asociado con una condicion
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médica o0 genética conocida o factor ambiental, vinculado con otro desorden del

neurodesarrollo, mental o conductual, o con catatonia.

3.1.3 Epidemiologia

La prevalencia del TEA ha incrementado de manera continua desde el primer estudio
epidemioldgico realizado por Lotter en 1966. Este incremento se ha dado
consistentemente de manera global (World Health Organization, 2013) y puede deberse
a los cambios en los conceptos y criterios de diagndstico, asi como a la sensibilizacién
y concientizacién de la sociedad (Lai, Lombardo, & Baron-Cohen, 2014). De acuerdo
con la OMS (World Health Organization, 2013) uno en cada 160 nifios se encuentra
afectado con el TEA, lo que indicaria que aproximadamente el 0.63% de la poblacién

mundial padece este trastorno.

En México, el equipo de Fombonne et al. (2016), con apoyo de la Clinica Mexicana de
Autismo (CLIMA) dirigio el primer estudio epidemioldgico del pais en la ciudad de Ledn,
Guanajuato, con 12,116 nifios de ocho afios de edad. Este estudio revel6 que la
prevalencia era de 0.87%, y que el 86% de los sujetos con TEA eran de sexo

masculino.

Por otra parte, los distintos estudios epidemioldgicos indican una mayor prevalencia en
hombres que en mujeres con una relacién de 3:1 (Loomes, Hull, & Mandy, 2017).
Schaafsma & Pfaff (2014), proponen que existen factores que pueden explicar la
predominancia de este trastorno en varones, entre los cuales destacan mecanismos
genéticos como la sobreexpresion de genes cromosomales por polisomia o0 monosomia
(Bishop et al., 2011; Bruining, Swaab, Kas, & van Engeland, 2009; Creswell & Skuse,
1999; Geerts, Steyaert, & Fryns, 2003; Geschwind, Boone, Miller, & Swerdloff, 2000;
Tartaglia, Cordeiro, Howell, Wilson, & Janusz, 2010; Tartaglia et al., 2008; van Rijn &
Swaab, 2011), genes ligados al cromosoma Y (Arnold, 2009; Arnold & Chen, 2009;
Cohen et al., 2011), expresiéon especifica de genes ligados al cromosoma X (Adegbola,
Gao, Sommer, & Browning, 2008; Aziz, Harrop, & Bishop, 2011; Chocholska, Rossier,
Barbi, & Kehrer-Sawatzki, 2006; Chung et al., 2011; Correia et al., 2010; Geier & Geier,



2006; Henningsson et al.,, 2009; Kent etal.,, 2008; Rucklidge, 2010; Schmidtova,
Kelemenova, Celec, Ficek, & Ostatnikova, 2010; Splawski et al., 2006; Tabarés-
Seisdedos & Rubenstein, 2009; Vorstman et al., 2005; Weiss et al., 2003; Yan et al.,
2004), mosaicismo e inactivacion sesgada del cromosoma X (Allen-Brady, Cannon,
Robison, McMahon, & Coon, 2010; Bhat et al., 2008; Carrel et al., 2006; Daoud et al.,
2009; Glessner et al., 2009; Laumonnier, Cuthbert, & Grant, 2007; Marshall et al., 2008;
Mikhail et al., 2011; Pampanos et al., 2009; Piton et al., 2008; Shinawi et al., 2009;
Thomas et al., 1999; Yoshida et al., 2011), e impronta materna (D.V.M Bishop et al.,
2000; Creswell & Skuse, 1999; Kesler et al., 2003; Skuse et al., 1997).

3.1.4 Etiologia

El TEA tiene una variabilidad fenotipica muy amplia que refleja una heterogeneidad
etiologica muy marcada (Ajram etal., 2017). La gravedad de sus sintomas es
sorprendente, al igual que la heterogeneidad de condiciones comdrbidas y no existe
una neuropatologia clara (Kandel et al., 2013). Sin embargo, todo apunta a que la base
neurobiolégica del autismo es una combinacion compleja de variantes genéticas
(Marshall et al., 2008), regulacion epigenética (Geschwind, 2011), factores ambientales
(Hertz-Picciotto et al., 2006), anormalidades de las células gliales (Casanova et al.,
2006), neurogénesis aberrante (Wegiel etal.,, 2010), factores del sistema inmune
(Meltzer & Van de Water, 2016), entre otros riesgos (Brumback et al., 2017; Martinez-
Cerdefio et al., 2016) por lo que hasta hoy la etiologia no se debe a una sola causa.

Entre los factores ambientales que se han relacionado con el TEA se han identificado
las infecciones de las madres durante el embarazo, parto prematuro, deficiencia de
acido félico y exposicion a toxinas y metales pesados (Joensuu, Lanoue, & Hotulainen,
2018).

Algunos autores han sugerido que se trata de un trastorno poligénico con diferentes
combinaciones entre individuos (Kandel etal., 2013), pues se han identificado
aproximadamente 1000 genes asociados al TEA (Bourgeron, 2015). De la misma

forma, se ha propuesto el aumento en la variacion del nimero de copias (CNVs) de



distintos genes, que puede generar una inestabilidad gendmica por la supresion y

duplicacién de genes (Persico & Napolioni, 2013).

Las anormalidades del desarrollo cerebral y su conectividad en el TEA pueden estar
asociadas con alteraciones en la plasticidad neuronal que incluye procesos de

neuritogénesis, elongacion de axones y dendritas (Bakos et al., 2015).

3.2 Citoesqueleto

El citoesqueleto es un sistema filamentoso vital para la funcionalidad de la célula ya que
le da direccionalidad, le da forma y fuerza, distribuye sus organelos, le permite moverse
y participa en su divisibn. Los tres sistemas de filamentos que conforman el
citoesqueleto son los filamentos intermedios, los microtdbulos y los filamentos de actina
(Fig. 2) (Alberts etal., 2008). Estos y sus proteinas asociadas conforman
aproximadamente una cuarta parte del total de proteinas en la célula (Billingsley &
Kincaid, 1997; Kandel et al., 2013)

El citoesqueleto puede especializarse bioquimicamente de acuerdo con el tipo celular,
funcion o etapa de desarrollo en particular. Ademéas cada elemento del citoesqueleto
funge papeles Unicos y esenciales para la funcionalidad del sistema nervioso (Squire
et al., 2008). En las neuronas se conservan las tres categorias de filamentos, pero el
tipo de filamentos intermedios en las células nerviosas reciben el nombre de
neurofilamentos. Estos filamentos son estables y casi completamente polimerizados,
miden 10 nm de didmetro y proporcionan fuerza y resistencia al estrés mecdanico. Estan
conformados por subunidades muy pequefias, lo que los hace largos y fibrosos.
Rodean a la superficie interna de la envoltura nuclear, protegiendo al ADN y son el
componente mas abundante en los axones, lo cual ayuda a las neuronas a extender

axones largos y compactos (Alberts et al., 2008; Kandel et al., 2013).

Los microtubulos dan posicion a los organelos rodeados de membrana y dirigen el
transporte intracelular (Hyams & Lloyd, 1993; McKean, Vaughan, & Gull, 2001). Estan
conformados por subunidades de heterodimeros de a- y B-tubulina (Squire et al., 2008).

Tienen forma de cilindros huecos y miden 25 nm de diametro, y son rigidos, largos y
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rectos. En el sistema nervioso, desarrollan y mantienen la forma celular extendiendo
andamios de un extremo de la neurona a otro. En dendritas y axones maduros, los
microtubulos mantienen su estabilidad gracias a las proteinas asociadas a microtubulos
(MAPs), que promueven la polimerizacion orientada y el ensamblaje de polimeros de
tubulina. Estas MAPs se distribuyen diferencialmente en axones y dendritas; por
ejemplo, la MAP2 se encuentra mas concentrada en las dendritas, y TAU en los axones
(Goedert, Crowther, & Garner, 1991; Matus, 1988).

Espina dendritica

Astrocito

MicrotUbulos
Filamentos intermedios
Filamentos de actina
MAP2

Tau

) *2

Fig. 2. Localizacién de las proteinas de citoesqueleto en la neurona. *Reproducida de Hansberg-

Pastor, Gonzalez-Arenas, Pifia-Medina, & Camacho-Arroyo (2015).

Los microfilamentos o filamentos de actina, son los mas delgados (3-7 nm), determinan
la forma de la superficie celular y son necesarios para la locomocion (Kessels,
Schwintzer, Schlobinski, & Qualmann, 2011). Puede encontrarse en forma monomérica
(G-actina) o conformada por dos cadenas de actina globular polimerizada (F-actina)
(Matas-Guadix & Egea-Guri, 2007). Los filamentos de actina son cortos y se concentran
en la periferia celular (plasma cortical) y forman una densa red con proteinas de union a

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

10



axonal, la generacion de microdominios especificos y la creacién de especializaciones
morfoldgicas en la pre y postsinapsis (Fregozo & Pérez Vega, 2012). No se debe dejar
de lado el importante papel de las proteinas asociadas pues éstas se unen a los
filamentos o0 a sus subunidades, lo que permite determinar los lugares de ensamblaje
de nuevos filamentos, regular la ruptura de filamentos para formar nuevas subunidades,
cambiar la cinética de ensamblaje y desensamblaje, transformar la energia en fuerza y

unir filamentos entre si 0 a otras estructuras (Alberts et al., 2008).

3.2.1 Alteraciones del citoesqueleto neuronal

Las investigaciones sobre TEA han dado lugar a la identificacion de genes de riesgo
para el desarrollo de la patologia. Entre los genes que han sido asociados al TEA,
destacan algunos que se relacionan directamente con el citoesqueleto neuronal y su
plasticidad. Estos genes se encuentran enlistados en los sitios web de acceso publico
SFARI Gene (http://gene.sfari.org/database/humangene/) y AutismKB
(http://autismkb.cbi.pku.edu.cn/index.php).

Los genes de riesgo en TEA suelen codificar para proteinas de andamiaje sinaptico,
receptores, moléculas de adhesion celular, proteinas que controlan la dindmica de
actina, proteinas involucradas en la remodelacién de cromatina, transcripcion, sintesis o
degradacion de proteinas. Muchos de los genes susceptibles del autismo convergen en
vias celulares postsinapticas de células glutamatérgicas, el desarrollo y maduracién de
contactos sinpticos o transmision sinaptica (Joensuu et al., 2018). En la tabla 2 se
muestra una lista de genes asociados con proteinas del citoesqueleto, obtenidos de la
base de datos de SFARI Gene.
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Tabla 2. Mutaciones relacionadas con citoesqueleto reportadas en pacientes con TEA.

~ Proteina Funcién

CTTNBP2 7931.31 Proteina de unién a Interaccion con el centro regulador del Supresion
cortactina 2 citoesqueletao de actina ~Duplicacién

SYN1 Xpl11l.3-p11.23 Sinapsina 1 Media la unidn de vesiculas al citoesqueleto

CDC42BPB 14g32.32 PKB de unién a CDC42 Reorganizacion del citoesqueleto y Duplicacion

i - ~ (DMPK-like) migracién celular - B -

PLXNA4 7932.3 Plexina A4 Importante para la guia axonal del sistema Supresion

nervioso en desarrollo

DPYSL3 5932 Dihidropirimidinasa Sefializacion de SEMA3 y la subsecuente Supresion
like 3 remodelacion del citoesqueleto. Duplicacion

Guia axonal, colapso del crecimiento del
cono neuronal y migracion celular

PLXNB1 3p21.31 Plexina B1 Activacion de RHOA y cambios en el Supresion

citoesqueleto de actina. Duplicacion

ARHGAP5 14q12 Proteina activadora de  Regulacion negativa de RHO GTPasa Supresion
RHO GTPasa 5 Media cambios del citoesqueleto Duplicacién

I estimulando la hidrélisis de GTP
Vil 2q35 Villina 1 Familia de proteinas de unidn a actina Supresian
regulada por calcio Duplicacion
Tapado, borde y empaquetado de
filamentos de actina

KIF13B 8p12 Miembro 13 de familia ~ Reorganizacion del citoesqueleto cortical Supresion
kinesina Regula la formacion de axones Duplicacion

promoviendo la formacion de axones extra

AGAP1 2q37.2 ArfGAP con dominio Activacion del factor de ribosilacion ADP Supresion
GTPASA GTPasa Duplicacién
Repeticién de ankirina  Trafico de membrana y dinamica del
Dominio PH 1 citoesqueleto

JAKMIP1 4p16.1 Janus cinasa Transporte del receptor GABA-B Supresion
Proteina de interaccion dependiente de microtubulos Duplicacion
il Sefializacion JAK1 y regulacién del rearreglo

del citoesqueleto de microtubulos
MYO9B 19p13.11 Miosina IXB Remodelacidn del citoesqueleto Supresion
Duplicacion

SHANK1 19g13.33 SH3 Proteina adaptadora de la densidad Supresion
Dominios multiplesde  postsinaptica de sinapsis excitatorias que Duplicacién
repeticion de ankirina  interconecta receptores de la membrana
it postsinaptica con GKAP/PSD-95 y Homer, y

el citoesqueleto de base actina.

EPS8 12p12.3 Sustrato 8 de lavia del  Control de protusiones celulares y Supresion
receptor para factor de  arguitectura del citoesqueleto de actina Duplicacion
crecimiento epidermal  Regulacion de filopodios axonales

DST 6pl2.1 Distonina Enlazadora del citoesqueleto Supresion

Actuia como integradora de filamentos Duplicacion
intermedios y redes de citoesqueleto de
actina y tubulina.

*Informacion recolectada de http://gene.sfari.com. Amarillo: evidencia sugestiva, verde: evidencia

minima, azul: hipotetizado.
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3.2.2 Alteraciones de la plasticidad sinaptica

Se sabe que en el TEA existen mutaciones en genes que codifican para proteinas
moduladoras de la plasticidad sinaptica (Bourgeron, 2015). La plasticidad sinptica se
define como la propiedad que tienen las sinapsis para fortalecerse o debilitarse como
respuesta a cambios en la amplitud y dinamica temporal de la actividad neuronal. Estos
cambios pueden ser de largo plazo y mejorar la eficacia sinaptica de la célula mediante
la modificacion en el nimero de sinapsis. Para que ocurra plasticidad neuronal se
requiere del rearreglo del citoesqueleto (Lamprecht & LeDoux, 2004). El estado
dindmico de microtubulos y microfilamentos permite la plasticidad estructural en una
neurona madura, lo cual es un factor importante para procesos de memoria y

aprendizaje (Kandel et al., 2013).

Se han encontrado, también, mutaciones en algunos genes relacionados con la
plasticidad neuronal asociados al TEA (Tabla 3). Estos hallazgos podrian indicar que
dentro de los cambios en el sistema nervioso de pacientes con TEA, se encuentren

cambios en la morfologia y plasticidad de las neuronas.
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Tabla 3. Mutaciones relacionadas con plasticidad neuronal reportadas en pacientes con TEA.

Funcidn

Factor de transcripcidn zi

19q12-q13.11 reashi finger finger Supresion
homeobox 3 involucrado en procesos de desarrollo Duplicacion
Alteracion en la transmision
corticoestriatal y plasticidad
SYAP1 Xp22.2 Proteina asociada a Alteracion de la plasticidad sindptica y Supresion
sinapsis 1 conductual a corto plazo Duplicacion
GRID1 10g23.1-g23.2 Receptor a glutamato  Media la mayoria de las sinapsis
61 excitatorias rapidas en el sistema

nervioso central
Plasticidad sinaptica

CAPRIN1 11p13 Proteina asociada al Regula el transporte de mRNA Supresion
ciclo celular 1 involucrado en plasticidad neuronal, Duplicacion
proliferacion celular y migracion
ERMN 2g24.1 ‘Ermina Rearreglo del citoesqueleto durante la Supresion
fase tardia de envoltura y/o Duplicacion

compactacién de mielogénesis
Mantenimiento y estabilidad de la vaina
de mielina en adultos

Fase tardia de maduracion de la
oligodendroglia

Formacion de nodos de Ranvier en el
sistema nervioso central
Mantenimiento de la plasticidad de
estructuras relacionadas en el sistema
nervioso central maduro

*Informacicn recolectada de http://gene.sfari.com. Naranja: fuerte candidato, amarillo: evidencia
sugestiva, verde: evidencia minima, azul: hipotetizado.
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3.3 Corteza prefrontal
3.3.1 Neuroanatomia

La corteza prefrontal (CPF) forma parte de la neocorteza y se encuentra en el polo
anterior de los cerebros de mamiferos, justo delante de la corteza motora y delimita
subcorticalmente con la superficie dorsomedial de la corteza limbica (Smith & Kosslyn,
2008). Los diferentes tipos de corteza representan aproximadamente el 40% del
volumen total del cerebro humano, y de ésta alrededor del 90% es neocorteza (Pinel,
2012; Portellano, 2005). Su grosor es constante entre especies (2-4 mm) y se
caracteriza por su organizacion en seis capas Yy diversas minicolumnas que
incrementan la eficiencia computacional (Kandel etal., 2013). Las capas de la
neocorteza se distinguen por el tipo, densidad y disposicion celular (Snell, 2009). En la
tabla 4 se muestran las caracteristicas de cada una de las capas que constituyen a la

neocorteza.

Como se aprecia en la tabla 4, las principales eferencias de la neocorteza se dan
mediante las neuronas piramidales, siendo las de la capa Il/lll las encargadas de la
comunicacién corticocortical, y las piramidales de las capas V/VI de la comunicacion
subcortical (Kandel et al., 2013; Purves et al., 2007).

Existe una diferencia en la maduracion de las capas neuronales de la CPF. Las capas
IV, V y VI maduran antes que las capas Il y Ill (Poliakov, 1961). Especificamente, el
modelamiento y diferenciacion de las neuronas piramidales de la capa Ill continta hasta
la pubertad (Mrzljak, Uylings, Van Eden, & Judas, 1991). Esta maduracién termina
hacia la tercera década de vida en los humanos y se ha relacionado con el control

cognitivo del proceso atencional (Fuster, 2015).

Asimismo la neocorteza tiene una organizacién minicolumnar. Las columnas miden una
fraccién de milimetro y sus neuronas estan dispuestas en grupos de alineacién radial
gue abarcan todas las capas corticales. Responden de manera parecida, por lo que se
cree que forman parte de una red de procesamiento local (Kandel et al., 2013; Purves

et al.,, 2007). Ademas, existen interneuronas GABAérgicas que se acomodan en el
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nacleo y en la periferia de la minicolumna modulando la sefalizacion de las neuronas

piramidales para el procesamiento de informacion (Casanova et al., 2006).

Tabla 4. Capas de la neocorteza y caracteristicas principales.

I. Molecular Abundantes fibras, dendritas de capas Asegura las conexiones intercorticales
mas profundas y escasos granulos
Il. Granular Numerosas y pequefias células Funcion sensitiva
externa granulares y piramidales, y fibras Recibe informacion de la corteza y
propias o de otras capas subcortical
Asocia zonas proximas a la corteza
Ill. Piramidal Neuronas piramidales largas Funcion eferente
externa Comunicacion con otras areas de la corteza
Origina las fibras interhemisféricas
IV. Granular Numerosas y pequefias células Funcion sensitiva
interna granulares Recibe informacion del talamo y otras areas
de la corteza
V. Piramidal Células piramidales medianas y grandes Funcion eferente
interna Comunicacién con ganglios basales y tallo

cerebral

VI. Multiforme

Neuronas heterogéneas y axones

Conforma las fibras comisurales

Envia fibras hacia el tAlamo

*Informacién obtenida de Kandel et al. (2013) y Portellano (2005).

La formacion minicolumnar comienza temprano en el desarrollo con la migracién y

diferenciacion celular por medio de la glia radial. Durante el primer afio de vida hay una

gran densidad neuronal, pero al llegar a los dos afios comienza el proceso apoptotico

de refinacién haciendo que las minicolumnas se espacien y den lugar al acomodo de

axones y dendritas a través de las capas corticales (Amaral, Schumann, & Nordahl,

2008).
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Fig. 3. Distribucidon de las capas celulares en la CPF y principales proyecciones de las neuronas
piramidales. *Modificado de Kandel et al. (2013).

3.3.2 Conexiones

La CPF recibe proyecciones de diversas areas corticales y subcorticales, y proyecta a
casi todas las estructuras de las que recibe informacién (Fuster, 2015). La mayor parte
de ésas proyecciones retroactivas son de tipo top-down a otros sistemas corticales
sensitivos y motores (Fuster, 2015; Kandel et al., 2013; Smith & Kosslyn, 2008).

17



Fig. 4. Conectividad de la CPF con
. estructuras involucradas en el

movimiento. *Modificado de Kandel
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De acuerdo con sus aferencias, la CPF puede dividirse principalmente en dos areas:

CPF dorsolateral (CPFDL), que recibe aferencias visuales, auditivas vy
somatosensoriales; y CPF orbitomedial (OM), la cual recibe aferencias olfatorias,
gustatorias, ademas de auditivas y algunas somatosensoriales (Helen Barbas,
Zikopoulos, & Timbie, 2011; Carmichael & Price, 1995; Fuster, 2015; Ongur, 2000).
También se ha encontrado que, especificamente la OM recibe y proyecta fibras hacia
el tAlamo medial (llinsky, Jouandet, & Goldman-Rakic, 1985; Middleton & Strick, 1994;
Porrino & Goldman-Rakic, 1982), el hipotalamo (Jacobson, Butters, & Tovsky, 1978;
Kievit & Kuypers, 1975; Kievit & Kuypers, 1975; Rempel-Clower & Barbas, 1998), la
corteza limbica (Amaral & Price, 1984; Barbas & de Olmos, 1990; Barbas et al., 2011;
Cavada & Reinoso-Suéarez, 1985; Llamas, Clasca, & Avendano, 1989; Mcdonald, 1991;
Morecraft, Geula, & Mesulam, 1992; Porrino & Goldman-Rakic, 1982) y la corteza
temporal medial, incluyendo al hipocampo (Bachevalier, Meunier, Lu, & Ungerleider,
1997; Carmichael & Price, 1995; Cavada, Company, Tejedor, Cruz-Rizzolo, & Reinoso-
Suarez, 2000; Pandya & Yeterian, 1985; Vogt & Pandya, 1987; Webster, Bachevalier, &
Ungerleider, 1994). Este circuito conforma el sustrato anatomico para la conducta
emocional e instintiva (Fig. 4) (Fuster, 2015). Del mismo modo, la CPFDL recibe y
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proyecta fibras hacia el tadlamo lateral (Kelly & Strick, 2004; Schell & Strick, 1984), el
ndcleo caudado dorsal (De Vito & Smith, 1964; Johnson, Rosvold, & Mishkin, 1968;
Kemp & Powell, 1971, Kitai, Kocsis, Preston, & Sugimori, 1976; Leonard, 1969; W.J.H.
Nauta, 1964) y areas posteriores de la neocorteza (H. Barbas & Mesulam, 1981,
Benevento & Fallon, 1975; Huerta, Krubitzer, & Kaas, 1987; Jacobson & Trojanowski,
1977; Pandya & Kuypers, 1969; Petrides & Pandya, 1984; Webster et al., 1994). Esta
red supone una estructura jerarquica donde la CPF proyecta a corteza premotora, ésta
a su vez envia fibras a la corteza motora primaria y ésta envia informacion a areas
corticales sensoriales, asi como a areas subcorticales como el talamo y, de manera
indirecta a estructuras involucradas en el control motor como los ganglios basales y el
cerebelo (Fig. 5). Lo anterior forma un ciclo de percepcion-accion, es decir, un flujo
circular de procesamiento de la informacion que vincula al organismo con su ambiente

para poder ejecutar conductas dirigidas a metas (Fuster, 2015).

Corteza prefrontal

Corteza posterior

dorsolateral \ de asociacion
I “ | Corteza cingulada | 4
Talamo
VA, MD Hipocampo [
¥ N
Corteza - - > o
prefrontal N I Hipotalamo
orblltomed|‘alv - Amigdala l
Corteza Mesencéfalo
gustatoria Puente
olfatoria
J
\. J

Fig. 5. Conectividad de la CPF con estructuras involucradas en el control emocional.
*Reproducido de Fuster (2015).
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3.3.3 Funciones Ejecutivas

De acuerdo con Luria (1970), el cerebro humano se encuentra formado por tres
unidades funcionales y cada una cumple con objetivos particulares. Los l6bulos
frontales conforman la tercera unidad funcional que se encarga de las mas complejas
formas de actividad mental y esta involucrada en la intencion y programacion de la
conducta. Especificamente, Luria definié a la CPF como una “superestructura capaz de
controlar las restantes actividades de la corteza”; y en 1982, Lezak denomind
“funciones ejecutivas” a la capacidad de planeacion y ejecucion de conductas dirigidas

a metas (Portellano, 2005).

Las funciones ejecutivas son procesos cognitivos de alto orden que, operando sobre
otros procesos cognitivos, permiten a los individuos regular sus pensamientos y
acciones durante conductas dirigidas a metas (Friedman & Akira, 2017; Miyake et al.,
2000; Smith & Kosslyn, 2008). Dentro de éstas se incluyen procesos involucrados con
atencion, memoria, lenguaje, control motor, entre otros (Bugg, 2014; Friedman &
Miyake, 2017; Fuster, 2015; Kandel et al., 2013; Portellano, 2005; Stuss, 2011). Es por
esto que se ha propuesto que la funcién béasica de la CPF es la representacion y
ejecucion de acciones dirigidas a metas (Miller & Cohen, 2001). Asimismo es
considerada la base de los procesos de pensamiento mas especificos y simbdélicos de
la especie humana debido a su extensién y su papel en funciones motoras, cognitivas y
conductuales (Fuster, 2015; Pinel, 2012; Smith & Kosslyn, 2008).

Es comun encontrar que los términos “funciones ejecutivas” y “funciones frontales” son
usados indistintamente. Sin embargo, es importante remarcar que aunque los l6bulos
frontales y, particularmente, la CPF estan importantemente involucrados en el
adecuado desempefio de las funciones ejecutivas; éstas dependen también de otras
estructuras corticales y subcorticales (Bettcher et al., 2016). Por lo tanto, no se debe
resumir las funciones ejecutivas a la CPF, pues como se vio con anterioridad, también
se encuentran involucradas areas que participan en los circuitos de control motor, asi

como del control emocional.
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3.3.4 Implicaciones en el TEA

Dada la relacion de la CPF con los sintomas caracteristicos del TEA como la regulacion
de respuestas socioemocionales (Ajram et al., 2017) y la dificultad para llevar a cabo
funciones ejecutivas (Chen et al., 2016), se han desarrollado diversas investigaciones
para conocer las caracteristicas neurobioldgicas que subyacen a este trastorno
(Apéndice A).

Dentro de éstas investigaciones se ha encontrado cambios en la morfologia neuronal
como el incremento en el nimero de espinas dendriticas inmaduras (Hutsler & Zhang,
2010) y la reduccion del ancho de las minicolumnas (Casanova et al., 2006) en las

neuronas piramidales de la capa ll/lll de la CPF de pacientes con TEA.

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

En la actualidad existen varios modelos animales que han ayudado en el estudio del
TEA. Estos modelos deben contar con la misma disfuncién bioldégica que cause la
enfermedad en el humano, asi como una respuesta analoga a los tratamientos que
prevengan o reviertan los sintomas en el humano para ser validos (Silverman et al.,
2010). Dentro de estos modelos se encuentran aquellos que tienen relacién genética
con el trastorno donde se altera un gen, o bien, vias de sefializacién afectadas en el
autismo (Moy, Nadler, Magnuson, & Crawley, 2006); modelos de sindromes comérbidos
y modelos conductuales que muestran los sintomas centrales del TEA (Ellegood &
Crawley, 2015).

La cepa C58/J fue desarrollada por McDowell en 1921 mediante el cruce endogamico
de ratones C57 BL/6 (The Jackson Laboratory). Esta ha sido ampliamente utilizada
como modelo conductual para la investigacion del TEA (Blick et al., 2015; Moy et al.,
2006; Muehlmann et al., 2012; Ryan, Young, Crawley, Bodfish, & Moy, 2010) (Apéndice
B). Su caracterizaciéon conductual incluye ansiedad incrementada, actividad exploratoria
decrementada, marcaje o reconocimiento social decrementado (Ryan et al., 2010)
excavacion decrementada (Blick et al., 2015; Muehlmann et al., 2012), hiperactividad

motora en forma de saltos verticales, acicalamiento repetitivo y “backflipping” (Blick

21



etal.,, 2015; Moy etal., 2008; Muehlmann etal.,, 2012; Ryan etal., 2010). Estas
conductas asemejan a las deficiencias en la interaccion social y a las conductas

restringidas y repetitivas observadas en el TEA en humanos.

Se han realizado diversas pruebas conductuales en este modelo, encontrando que ésta
cepa tiene un desempefio pobre en varias pruebas conductuales como el laberinto en
T, el laberinto acuatico de Morris, el laberinto de Barnes y el tablero de agujeros. No
obstante, se ha demostrado que estos ratones podrian tener un patron de exploracion
rutinario y preferencia por ciertos objetos (Blick et al., 2015).

También se ha probado la respuesta de los C58/J a diversos tratamientos
farmacoldgicos propuestos para disminuir los sintomas del TEA. Por ejemplo, se ha
encontrado que los saltos repetitivos disminuyen administrando antagonistas de mGIuR
(Silverman et al., 2010), asi como una disminucion de los estereotipos motores con el

uso de un tratamiento agudo de oxitocina (Teng et al., 2013).

Por lo tanto, los ratones C58/J representan una ventaja en la investigacion sobre el TEA
pues ademas de presentar los sintomas conductuales del TEA y responder a diversos
tratamientos farmacologicos; al tratarse de un modelo endogamico, se mantiene la

heterogeneidad caracteristica de este trastorno.
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4. Justificacion

El TEA es un trastorno del neurodesarrollo cuya prevalencia ha incrementado
consistentemente de manera global. Su diagnéstico es meramente conductual, pues no
existen marcadores biologicos definidos; es por ello que se necesitan investigaciones
gue ayuden a identificarlos y su relacion con los cambios conductuales del TEA. Los
modelos animales han sido de gran ayuda para las investigaciones de éste y otros
trastornos que afectan al ser humano. La cepa C58/J ha sido usada como modelo de
estudio para el TEA pues presenta los sintomas conductuales caracteristicos, responde
a los tratamientos farmacoldgicos que se han propuesto y, al ser un modelo
endogamico, cuenta con la heterogeneidad caracteristica del TEA. Por lo tanto, el
estudio de esta cepa podria permitir establecer una relacion entre las anormalidades
conductuales del TEA vy alteraciones neurobiolégicas como los cambios funcionales y

morfologicos de las neuronas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar si existen diferencias en la complejidad del arbol dendritico de las neuronas

piramidales en la capa Il/lll de la corteza prefrontal de la cepa C58/J con fenotipo

autista en comparacion con los ratones neurotipicos de la cepa C57 BL/6.

5.2 Objetivos particulares

Contabilizar los procesos dendriticos primarios, secundarios y terciarios en las
neuronas piramidales de la capa Il/lll de la corteza prefrontal en las cepas C57
BL/6 y C58/J.

Determinar el nimero de intersecciones de los procesos dendriticos totales y
segun su orden en el andlisis de Sholl de las neuronas piramidales de la capa
[I/lIl de la corteza prefrontal en las cepas C57 BL/6 y C58/J

Medir la longitud de las dendritas primarias secundarias y terciarias, asi como la
longitud total del arbol dendritico en las neuronas piramidales de la capa Il/lll de

la corteza prefrontal en las cepas C57 BL/6 y C58/J.

6. Hipotesis

La cepa C58/J con fenotipo autista presentara diferencias en la complejidad del arbol

dendritico de las neuronas piramidales de la capa Il/lll de la corteza prefrontal en

comparacion con la cepa silvestre C57 BL/6.

1.

El nimero de procesos dendriticos, tanto totales como por orden, seran menores
en los ratones con fenotipo autista en comparacion con los ratones silvestres.

El nUmero de intersecciones de las dendritas totales y por orden, sera menor en
la cepa C58/J en comparacion con la cepa C57 BL/6.

La longitud total y por orden del arbol dendritico ser& menor en los ratones con

fenotipo autista en comparacion con los ratones con fenotipo silvestre.
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7. Materiales y método

7.1 Reactivos

e FD Rapid GolgiStain Kit: FD NeuroTechnologies, Inc.

e Frozen Section Compound (FSC 22): Surgipath Medical Industries

e Resina Cytoseal 60: Thermo Fisher Scientific

7.2 Animales

El mantenimiento y uso de los animales se realizaron de acuerdo con las Directrices del
Estandar Oficial Mexicano para la Proteccién Animal (NOM-067-ZO0-1999). El proyecto
fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y el Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL, ID 189) del Instituto de Investigaciones Biomédicas (lIB) de la
Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM), y bajo las Guias Internacionales
del cuidado y uso ético de los animales (American Veterinary Medical Association,
2013). Los ratones macho C57 BL/6J (n=4) y C58/J (n=4) fueron adquiridos en The
Jackson Laboratory (Main, U.S.A). Ambas cepas fueron amamantadas por nodrizas
C57 BL6/J hasta las tres semanas de edad para evitar deficiencias nutricionales
generales. Se ha reportado que las crias de C58/J muestran un decremento en la
ganancia de peso en los dias posnatales 16/17 (Ryan et al., 2010), y un aumento diario
de peso en la camada por debajo de la media en comparacion con otras 32 cepas
endogamicas (Hadsell et al., 2012). El bajo peso de las crias de C58/J puede ser
debido al comportamiento maternal, pues se ha demostrado que las nodrizas C58/J
exhiben una menor tasa de acurrucamiento y cuidado, backflipping repetitivo y altos
niveles de acicalamiento de las crias (Ryan etal., 2010). Estos resultados fueron
confirmados por nuestras observaciones donde notamos que las madres C58/J se
rehusaban a cuidar a sus crias. Se les permitid a los ratones adaptarse a las nuevas

condiciones durante dos semanas en la Unidad de Modelos Biologicos del Instituto de
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Investigaciones Biomédicas, UNAM. Se alojo a los animales en un sistema de cajas
ventiladas individualmente bajo condiciones estandar (temperatura media 22 + 2°C, 40
+ 10% de humedad relativa, ciclo de luz oscuridad 12:12h) en cama de aserrin
esterilizado (ENVIGO). Los ratones recibieron una dieta comercial peletizada (TG
rodent diet T2018S.15, ENVIGO) y agua ad libitum de un sistema de agua
automatizado durante siete semanas. Ambas cepas fueron sacrificadas a las 10
semanas de edad mediante decapitacion (de acuerdo con los Lineamientos para la

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

7.3 Tincién de Golgi-Cox

La tincion de Golgi es un conjunto de técnicas donde se lleva a cabo una fijacion con
sales dicromicas, seguida por la exposicion a sales metalicas o plumbicas que se
depositan, formando un fijado caracteristico que marca los cuerpos celulares y sus
prolongaciones (Alonso, 1994). Una vez extraidos los cerebros, estos fueron tefiidos
con la tincion de Golgi-Cox con el FD Rapid Golgi Stain Kit (FD NeuroTechnologies,
Inc.) bajo los lineamientos del manual del usuario. La tincién, basada en la técnica de
Golgi-Cox descrita por Ramén-Moliner (1970), y Glaser & Van der Loos (1981), consiste
de una solucion de impregnacion compuesta por dicromato de potasio, cromato de
potasio y cloruro de mercurio (Koyama & Tohyama, 2012). Cada cerebro fue sumergido
en 3 ml de la solucion de impregnacion preparada con una mezcla de volimenes
iguales de la solucion A y B (cloruro de mercurio, cromato de potasio y dicromato de
potasio). Después de 24 horas, la solucion fue reemplazada por solucién fresca y los
cerebros fueron almacenados durante 2 semanas a 25°C en la oscuridad.
Posteriormente los cerebros fueron sumergidos en la soluciobn C (contenido no
especificado en el manual), la cual fue reemplazada por soluciéon fresca después de 24

horas, y fueron almacenados por una semana mas bajo las mismas condiciones.
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7.4 Corte en criostato y preparacion de las muestras

Los cerebros se precongelaron con hielo seco y se fijaron a la platina con FSC 22 y la
temperatura del criostato se fij6 en -25°C para comenzar los cortes por congelacion. La
corteza prefrontal de los cerebros (bregma 3.17, 1.97 mm) fue cortada en rebanadas de

70 um de acuerdo con el atlas de (Paxinos & Franklin, 2013) (Fig. 6).

Los cortes fueron montados con ayuda de pinceles en portaobjetos de microscopio
cubiertos con gelatina (2.5 g grenetina; 0.2 g Cr2(S0O4)3 /500ml). Cada corte fue
enmarcado con plumon hidrofébico (Super Pap Pen, BioCare Medical, USA) y sese
llevé a cabo el revelado de la tincion sumergiendo las rebanadas en una mezcla de las
soluciones D, E y agua Milli-Q en una proporcion 1:1:2 (contenido no especificado en el
manual). Las muestras fueron lavadas con agua Milli-Q, después se dejaron secar
naturalmente y fueron protegidas con resina Cytoseal 60 (Thermo Scientific, USA) y

cubreobjetos.

Prefrontal cortex

B 2.
Bregma 3.17 regnre 2.93

AL s /1‘\ 7//

B 1.97
Bregma 2.93 miaia

Fig. 6. Localizacion de la corteza prefrontal en ratones. Cortes coronales representativos de

acuerdo con bregma (3.17-1.97mm). *Modificado de Baron-Mendoza et al. (2018).
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7.5 Analisis de Sholl

Para la realizacion del analisis de Sholl (Sholl, 1953) se obtuvieron 40 fotografias de
neuronas piramidales de la capa Il/lll de la corteza prefrontal de cada cepa con un
aumento de 40x (Olympus UMPlanFI 40 40x 0.75 Infinity/O Um Plan FL Microscope
Objective) usando un microscopio de campo claro Olympus Bx43 (PA, USA), con
software ImagePro Plus 7.0 (MediaCybernetics), y cdmara MicroPublisher 5.0 RTV
(Qlmaging). Las neuronas que fueron seleccionadas debian estar completamente
tefiidas, con la dendrita apical bien identificable y lo mas aislada posible de otras
neuronas para que sus procesos fueran claros y evitar ruido durante el andlisis. Estas
imagenes fueron adquiridas en formato TIFF y modificadas posteriormente a un peso
de 8-BIT con el programa ImageJ.

El andlisis Sholl se llevo a cabo de acuerdo con el método propuesto por (Langhammer
et al., 2010). Este estudio semiautomatizado de la arborizacién dendritica es realizado
en tres etapas. Durante la primera etapa, se usaron las herramientas del plugin
NeuronJ de ImageJ (NIH, Bethesda, MD) para definir las posiciones de todas las
neuritas. Estos datos son exportados con NeuronJ en la forma de una serie de nodos
con posiciones definidas en el plano x-y, donde los nodos pertenecientes al segmento

de una neurita se unen por asociacion.

Para la segunda etapa, se usO Bonfire, un script personalizado, en MATLAB
(Mathworks) para convertir las cuerdas de los nodos a un formato SWC para su
posterior manipulacién. Después se usa el Programa NeuronStudio para unir las
cuerdas simples de los nodos y transformarlas en estructuras ramificadas mas
complejas. Antes de proceder al uUltimo paso, se utiliza Bonfire nuevamente para
verificar que no existan errores en la union de los segmentos. Estos dos primeros pasos

determinan la estructura del arbol dendritico de cada célula bidimensionalmente.

En la tercera y Ultima etapa se hizo uso nuevamente de un componente de Bonfire
para procesar la identificacion y extraccion de las siguientes medidas: numero de
dendritas primarias, secundarias y terciarias; numero de puntos de ramificacion por
célula, numero de puntos terminales por célula, y analisis Sholl realizado con un

intervalo de 3um entre anillos. El niumero de intersecciones es graficado como una
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funcién de distancia radial desde el soma para dar una representacion cuantitativa de la

variacion espacial de dendritas.

Se tomaron los resultados del andlisis Sholl Inside-Out (I/O) (Fig. 7), que es el analisis
convencional en el cual las dendritas provenientes del soma se denominan primarias,
las que se ramifican de éstas son secundarias, las que derivan de las anteriores son
terciarias y asi sucesivamente. Las dendritas clasificadas como terciarias o de un orden

mayor son agrupadas (O’Neill et al., 2015).

2

# of Dendrite Intersections

. - Dist. From Soma ‘_
vlwlllAAAAAAA

Fig. 7. Representacién del andlisis de Sholl. (a) Esquema del analisis sholl, se realiza un conteo de las
intersecciones (puntos negros), de los puntos de ramificacion (puntos amarrilos) y de terminacion (puntos
magenta). (b) Analisis tipo Inside-Out (I/O). Las dendritas primarias (azul) nacen del soma, las
secundarias (verde) se derivan de las primarias, y las terciarias (+) (rojo) son las ramificaciones
subsecuentes. *Modificado de Langhammer et al. (2010) y O’'Neill et al. (2015).

7.6 Analisis Estadistico

Los resultados fueron evaluados a través del programa GraphPad Prism 6.0 y
analizados estadisticamente mediante la prueba t de Student no pareada. Los
resultados fueron expresados en promedios + error estandar y se consideraron

significativos aquellos con valores de p<0.05.
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8. Resultados

Para estudiar los posibles cambios en la complejidad del arbol dendritico de las
neuronas piramidales de la capa Il/lll de la CPF de los ratones con fenotipo autista

C58/J, se llevd a cabo un analisis de Sholl a partir de la tincion de la morfologia

neuronal mediante la técnica de Golgi-Cox (Fig. 8).

4 Fenotipo

Silvestre

Fenotipo
Autista

N

(L

WX
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L
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Fig. 8. Morfologia de las neuronas piramidales de la capa ll/lll de la CPF. Imégenes representativas

de neuronas piramidales de la cepa silvestre (a) y de fenotipo autista (b) respectivamente. Panel superior:

Tincién Golgi-Cox, Panel Inferior: Analisis Sholl.
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Interesantemente, se observé que el arbol dendritico de las neuronas piramidales de la
cepa con fenotipo autista era de menor complejidad en comparacion con la cepa
silvestre (WT) (Fig. 8).

Dentro de las caracteristicas del arbol dendritico que fueron analizadas por el método
Sholl 1/O, se incluyeron: el orden (primarias, secundarias y terciarias o de orden mayor
(+)), numero y longitud de dendritas, asi como el niumero de ramificaciones a diferentes

distancias del soma neuronal.
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El nimero total de dendritas por neurona no fue significativamente diferente al
comparar ambos fenotipos (Fig. 9a), tampoco se observaron cambios en el nimero de
procesos dendriticos de acuerdo a su clasificacion por orden primario, secundario o
terciario (+) (Fig. 9b).

8.2 Complejidad del arbol dendritico
Al analizar el numero de intersecciones de los procesos dendriticos por orden (primario,
secundario o terciario) a diferentes distancias del soma neuronal, se encontraron

diferencias dependientes de su orden y localizacién (Fig. 10).

El analisis Sholl de los procesos dendriticos totales (Fig. 10a) muestra un numero
menor de intersecciones dendriticas ubicadas en una distancia de 11 a 50 um a partir
del soma neuronal en la cepa con fenotipo autista (A) en comparacion con la silvestre
(WT) (p < 0.05) (Fig. 10b).

Al determinar la complejidad de las dendritas clasificadas de acuerdo a su orden, en la
cepa con fenotipo autista se observd un nuimero menor de intersecciones en las
dendritas primarias (Fig. 10c) y secundarias (Fig. 10e) en una distancia de 11 a 30 um
(Fig. 10d) y 31 a 50 pm (Fig. 10f) a partir del soma, respectivamente (p < 0.05). No se
encontraron cambios en las intersecciones de las dendritas de orden terciario (+) al

comparar ambos fenotipos (Fig. 10g, h).

8.3 Longitud de los procesos dendriticos

Al analizar la longitud promedio de las dendritas de acuerdo a su orden, se observé que
en la cepa con fenotipo autista, la longitud de las dendritas primarias era menor que en
comparaciéon con la cepa silvestre (p < 0.05) (Fig. 11a). La longitud de los procesos

secundarios y terciarios (+) no fue distinta al comparar ambas cepas (Fig. 11a).

Adicionalmente, se determind la longitud total del arbol dendritico realizando una suma
de la longitud de todos los procesos individuales por neurona. El arbol dendritico de la
cepa con fenotipo autista mostré6 una menor longitud en comparacion con la cepa
silvestre (p < 0.05) (Fig. 11b).
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Fig. 10. Complejidad de las dendritas de las neuronas piramidales de la capa Il/lll de la CPF. Cepa

silvestre (WT) y cepa con fenotipo autista (A). Analisis Sholl de las dendritas totales (a), primarias (c),

secundarias (e) y terciarias (+) (g) de las neuronas de las cepas WT y A. Los recuadros en rojo sefialan

una diferencia en las intersecciones dendriticas entre ambas cepas. NUmero de intersecciones en

dendritas totales de 11-50 um (b), primarias de 11-30 um (d), secundarias de 31-50 um (f), y terciarias (+)

de 12-80 um (h), en las cepas WT y A obtenido a partir del andlisis Sholl. Los resultados se expresan

como media *

EE, n=40. Prueba de t: *p<0.05 vs WT.
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Fig. 11. Longitud de las dendritas de las neuronas piramidales de la capa Il/lll de la CPF. Cepa
silvestre (WT) y con fenotipo autista (A). (a) Longitud de las dendritas primarias, secundarias y terciarias
(+) de las neuronas de las cepas WT y A. (b) Longitud total del arbol dendritico por neurona en las cepas

WT y A. Los resultados se expresan como media + EE, n=40. Prueba de t: *p<0.05 vs WT.
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9. Discusidn

La arborizacion dendritica y su complejidad son importantes para procesos basicos

como la comunicacion neuronal y la plasticidad sinaptica.

Previamente, se encontré que los ratones C58/J con fenotipo autista presentan
disminucién en el contenido de Tau de 60 kDa y MAP2A en CPF en comparacion con la
cepa C57 BL/6 con fenotipo silvestre (Baron-Mendoza et al.,, 2018). Se sabe que
MAP2A es necesaria para la elongacion de dendritas (Harada, Teng, Takei, Oguchi, &
Hirokawa, 2002), por lo que se esperaria que la cepa C58/J presente cambios en las
proyecciones dendriticas. Estas diferencias, a su vez, podrian estar relacionados con su
atipia conductual previamente reportada (Blick et al.,, 2015; Moy et al., 2006, 2008,
2014; Muehlmann et al., 2012; Ryan et al., 2010).

Esta investigacion se centrd en el estudio de la CPF pues se encuentra implicada en
varios procesos cognitivos como memoria de trabajo, toma de decisiones, conducta
dirigida a metas y conducta social (Bicks, Koike, Akbarian, & Morishita, 2015); y muchos
estudios han encontrado cambios de la neurobiologia de ésta area en pacientes con
TEA asi como en modelos animales de autismo (Ajram et al., 2017; Barnea-Goraly
et al., 2004; Broek, Guest, Rahmoune, & Bahn, 2014; Brumback et al., 2017; Carper &
Courchesne, 2005; Casanova et al., 2006; Courchesne et al., 2001; Courchesne et al.,
2011; Hutsler & Zhang, 2010; Monk et al., 2009; Morgan et al., 2010; Stoner et al.,
2014; Zilbovicius et al., 1995).

Entre los cambios morfolégicos de las neuronas en pacientes con TEA, se ha reportado
un aumento en la densidad de las espinas dendriticas en las neuronas piramidales de
las capas Il/lll de la CPF (Hutsler & Zhang, 2010). También se sabe que existe un
incremento en el numero de neuronas en el I6bulo frontal en personas con TEA durante
las primeras etapas del desarrollo (Courchesne et al., 2011). No obstante pocos son los
estudios centrados en conocer la morfologia y complejidad del arbol dendritico en éstas
mismas neuronas. Estos estudios podrian proporcionar informacion sobre cambios en

la comunicacién de la CPF con otras areas cerebrales.
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La primera hipotesis fue rechazada, pues no se encontraron diferencias significativas en
el namero total de dendritas por neurona, ni de acuerdo con su clasificacion por orden
primario, secundario o terciario (+). Sin embargo, se observa una tendencia (Fig. 9), por
lo que no se descarta que al incrementar el nUmero de sujetos, exista una diferencia

significativa.

Se acepta la segunda hipétesis, ya que se encontraron diferencias en las ramificaciones
dendriticas dependientes de su orden y distancia con respecto al soma. El andlisis de
los procesos dendriticos totales revel6 un menor nidmero de ramificaciones en una
distancia de 11-50 um en el grupo con fenotipo autista. Del mismo modo, al clasificar
las dendritas por orden, se observd un menor numero de ramificaciones en los

procesos primarios (11-30 um) y secundarios (31-50um).

Asimismo, la longitud de los procesos dendriticos primarios fue menor en comparacion
con el grupo WT. Al realizar una suma de los procesos dendriticos de la longitud de
todos los procesos individuales por neurona, se encontré que la longitud total del arbol
dendritico de la cepa con fenotipo autista era menor al compararla con la cepa con

fenotipo silvestre. Por lo tanto, la tercera hipoétesis también es aceptada.

Al ser mas cortos los procesos de orden primario y secundario, las aferencias que
deberian llegar a éstas dendritas, podrian estar siendo recibidas por dendritas de orden
terciario (+). Hutsler & Zhang (2010), observaron que el numero de espinas dendriticas
aumenta conforme incrementa la distancia respecto al soma en las neuronas de la capa
Il de la CPF. Esto podria deberse a un mecanismo de compensacion, pues ahora las
dendritas mas distales reciben informacién de un mayor nimero de estructuras. Lo
anterior podria significar un cambio en la eficiencia sinaptica de ésta area pues tanto la

ubicacion como la morfologia de los sitios sindpticos se encuentran alterados.

Se sabe que las dendritas de las neuronas piramidales en la capa Il/lll de la CPF se
extienden a través de las capas |, Il y lll reciben aferencias excitatorias de distintas
regiones cerebrales como la linea media del talamo (MD), la CPF contralateral (cPFC),
la amigdala basolateral (BLA) y el hipocampo ventral (VH) (Little & Carter, 2012). Se ha

propuesto que la comunicacion entre estas areas forma un circuito de aprendizaje para
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las conductas dirigidas a metas (Schoenbaum, Chiba, & Gallagher, 1998; Winstanley,
Theobald, Cardinal, & Robbins, 2004).

Especificamente la BLA y la cCPF proyectan a las dendritas que se extienden en la
capa ll/lll de la corteza prefrontal (Little & Carter, 2012). Esto quiere decir que sus
aferencias llegan a las dendritas mas cercanas al soma, especificamente a las
primarias y parte de las secundarias. Al encontrarse alteraciones en las ramificaciones
de dendritas primarias y secundarias de la cepa C58/J se propone que la comunicacion

entre estas areas presenta anomalias.

La BLA es un nucleo de la amigdala que ha sido relacionada con el aprendizaje del
miedo y la extincion (Sierra-Mercado, Padilla-Coreano, & Quirk, 2011). Esta implicada
en el procesamiento de estimulos emocionalmente significativos, aprendizaje
asociativo, la formacion de expectativas y la toma de decisiones (Schoenbaum et al.,
1998; Winstanley etal., 2004). La plasticidad neuronal de la BLA codifica el
componente emocional de memorias formadas durante el condicionamiento al miedo e
interviene en cambios plasticos de regiones aferentes (Fanselow & LeDoux, 1999). Se
ha reportado que la lesion en esta area esta relacionada con deficiencias en la

consolidacion y con conductas impulsivas (Winstanley et al., 2004).

La comunicacién de la CPF con la cCPF esta implicada en funciones cognitivas de alto
orden como atencién, memoria, lenguaje, control motor, entre otros (Bugg, 2014;
Friedman & Miyake, 2017; Fuster, 2015; Kandel et al., 2013; Portellano, 2005; Stuss,
2011). Esta conectividad lateral permite la asociacion intraprefrontal y otras
interacciones como la inhibicion lateral, y son extremadamente importantes para la

formacion de redes cognitivas (Fuster, 2015).

La CPF es una corteza asociativa que se encarga de integrar y organizar la informacion
relevante de estructuras aferentes. También se encarga de hacer una representacion
de los eventos en curso y de las expectativas sobre la consecuencia de los actos
(Schoenbaum et al., 1998). Las sinapsis glutamatérgicas de tipo NMDA de la CPF han
sido identificadas como raiz de la plasticidad cortical durante la formacion de memorias

asociativas (Fuster, 2015).
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Estos resultados en conjunto podrian indicar una alteracion en la comunicacion
neuronal en esta cepa. Por lo anterior, se proponee que los cambios en la morfologia y
complejidad del citoesqueleto presentados en la CPF de la cepa C58/J podrian devenir
en anormalidades de las redes cognitivas involucrados en aprendizaje asociativo y
conducta dirigida a metas. Lo que podria explicar el pobre desempefio de estos ratones
en pruebas conductuales como el laberinto de T, el laberinto de Barnes, el laberinto
acuatico de Morris y el tablero de agujeros (Blick etal., 2015; Moy et al., 2008;
Muehlmann et al., 2012; Ryan et al., 2010).

38



10.Conclusiones

La cepa con fenotipo autista C58/J presenta una menor complejidad de los procesos
dendriticos totales a una distancia de 11 a 50 um del soma, asi como un menor nimero
de ramificaciones en las dendritas primarias y secundarias, de 11 a 30 y 31 a 50 um

respectivamente, en comparacion con la cepa con fenotipo silvestre C57 BL/6.
La cepa C58/J presenta menor longitud de las dendritas primarias que la cepa silvestre.

La longitud total del arbol dendritico de la cepa con fenotipo autista es menor en

comparacién con la cepa con fenotipo silvestre.

11.Perspectivas

Comprobar si los resultados obtenidos en esta investigacion se mantienen al

incrementar el nimero de sujetos.

e Realizar pruebas conductuales que nos permitan correlacionar con mayor

claridad nuestros hallazgos con el comportamiento de nuestro modelo animal.

e Evaluar si existen alteraciones en la densidad y forma de las espinas dendriticas
de la CPF de la cepa C58/J.

e Determinar si existen anormalidades en otras areas cerebrales asociadas al
TEA.

e Analizar estas alteraciones cerebrales en otras cepas con fenotipo autista y con

genotipo asociado al autismo.
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Apéndice A

Tablai. Anormalidades de la CPF en relaciéon con el TEA.

Anormalidades en corteza frontal en TEA

retrasada del I6bulo frontal en nifios

Hipoperfusién frontal asociada a la maduracién postnatal

Zilbovicius et al., 1995

Aumento en la materia gris del I6bulo frontal en nifios con
TEA

Courchesne et al., 2001

Anisotropia fraccional reducida en la materia blanca

adyacente a cortezas prefrontales

Barnea-Goraly et al., 2004

Menor incremento de volumen dependiente de la edad en la
CPF de nifios autistas, aunado a un incremento de ella, sélo

en la etapa temprana de la nifiez.

Carper & Courchesne, 2005

Reduccion del ancho de las minicolumnas de la CPF

dorsolateral

Casanova et al., 2006

Mayor densidad de espinas dendriticas en la corteza frontal

de nifios y adultos

Hutsler & Zhang, 2010

Alto grado de conectividad funcional en la CPF medial de

adultos

Monk et al., 2009

Incremento en la densidad y activacion microglial en la CPF

dorsolateral

Morgan et al., 2010

Aumento del nimero de neuronas en la CPF de nifios con
TEA

Courchesne et al., 2011

Disminucién en los niveles de proteinas asociadas con la
mielinizacién e incremento de proteinas energéticas y de

sinapsis, y decremento de los niveles de vimentina

Broek, Guest, Rahmoune,
& Bahn, 2014

Zonas de citoarquitectura laminar anormales vy
desorganizaciéon cortical de neuronas en CPF de nifios con
TEA

Stoner et al., 2014

El riluzol incrementa la conectividad funcional de la CPF de

personas con TEA

Ajram et al., 2017

Las neuronas subcorticales D2R+ de la CPF medial estan
involucradas en las deficiencias sociales en el TEA

Brumback et al., 2017
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Apéndice B

Tabla ii. Investigaciones sobre la cepa C58/J como modelo para estudio del TEA.

Hallazgos Referencias

Niveles elevados de actividad, conductas repetitivas anormales y Ryan et al., 2010

deficiencia en tareas sociales sobre todo en machos

Reduccion de comportamientos repetitivos cuando son criados en Muehlmann et al., 2012

ambientes mas randes y complejos

Reduccion de estereotipos motores con antagonistas del receptor Silverman et al., 2012
mGIuR5
Administracion intraperitoneal subcrénica de oxcitocina tiene Teng et al., 2013

efectos prosociales en los ratones C58 entre 1y 2semanas
después del tratamiento

La cepa presenta estereotipos motores, exploracion restringida, Moy et al., 2014
preferencia extrema por estimulos olfativos no sociales, y alta

sensibilidad a efectos estimulantes de las anfetaminas

Incremento de saltos, actividad motora elevada, y decremento de Blick et al., 2015
la conducta de excavacion

Patrones de exploracion en hembras y deficiencias de la

sociabilidad en machos.

Preferencia extrema por el objeto en arena circular y mayor

numero de levantamientos en arena rectangular

Administracién del antagonista especifico del receptor GABAg, R- Silverman et al., 2015

Baclofen, reduce los saltos estereotipados de esta cepa
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