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RESUMEN
Se ha establecido que afecciones neuroldgicas como la esquizofrenia y el autismo se
originan por un incorrecto desarrollo del sistema nervioso central. La inflamacion materna
durante la gestacion, provocada por diversos agentes infecciosos, se ha determinado como
un importante factor de riesgo para interferir con el desarrollo temprano, provocando que la
progenie presente estas enfermedades en su vida adulta. En el presente estudio, se utilizé un
modelo murino de activaciéon inmune materna al simular una infeccion viral sistémica,
mediante la administracion de Poly [:C durante el segundo tercio del embarazo. La
descendencia adulta presentd alteraciones en el comportamiento, caracteristicas de
alteraciones neuroldgicas en humanos, tales como comportamiento antisocial, preferencia
disminuida a un estimulo placentero, ansiedad y menor capacidad exploratoria. Al evaluar
distintos neurotransmisores implicados en la regulacion de estas respuestas en diversas
zonas cerebrales que comprenden sus circuitos, encontramos déficits en las vias
dopaminérgicas, de noradrenalina, serotonina y glutamato. De manera interesante, los
cambios en estas vias y en los comportamientos analizados varian dependiendo del sexo de
los individuos, lo cual recapitula lo que ocurre en los humanos, donde los sintomas suelen
variar entre hombres y mujeres. Se correlaciond el comportamiento con la concentracion de
cada neurotransmisor evaluado y se determind un perfil inflamatorio a nivel periférico y
central, al evaluar diversas citocinas. De manera interesante, no se observaron cambios en
el estado inflamatorio de la descendencia adulta de madres tratadas con Poly I:C con
respecto a los animales control. Estos hallazgos nos permiten proponer que la inflamacion
materna impacta durante el periodo de desarrollo de su progenie, causando un dafio a largo

plazo que induce comportamientos tipo esquizofrenia-autismo en la progenie adulta.
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ABSTRACT
It has been established that neurological diseases like schizophrenia and autism originate
because of an improper central nervous system development. Maternal inflammation during
pregnancy, induced by different infectious agents, has been determined like an important
risk factor to interrupt early development, causing that adult progeny presents these
diseases. In this study, we used a maternal immune activation murine model by simulating a
viral systemic infection through Poly I:C administration during the second third of
pregnancy. Adult offspring showed behavior alterations, characteristic of human
neurological diseases, like antisocial behavior, diminished preference to a pleasurable
stimulus, anxiety, and less exploratory capacity. Furthermore, we evaluated distinct
neurotransmitters implicated in the regulation of these responses in different cerebral zones
that comprises their circuits and we found deficits in dopaminergic, noradrenergic,
serotoninergic and glutamatergic pathways. Interestingly, changes in these pathways and
behaviors vary depending on mice's sex. It recapitulates what occurs in humans, where
symptoms are different between males and females. We correlated behavior with every
neurotransmitter expression evaluated and we determined a central and peripheric
inflammatory profile. However, we did not see changes in Poly I:C-treated offspring
inflammatory state comparing with control. These findings allow us to propose that
maternal inflammation impacts during offspring development, causing perpetual damage

that induces schizophrenic-autistic behavior-like on adult offspring
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I. INTRODUCCION

La salud mental se define como un estado de bienestar en el cual el individuo es consciente
de sus propias capacidades, puede afrontar las tensiones normales de la vida, puede trabajar
de forma productiva y fructifera y es capaz de hacer una contribucion a su comunidad
(Escandon, 2000). La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que entre 450 y 500
millones de personas presentaron algun trastorno mental durante el 2016, entre las cuales
cerca de 300 millones de personas padecen depresion, 60 millones trastorno bipolar y 21
millones esquizofrenia, ademés de casi un millon de muertes por suicidio reportadas cada
afio, todas ellas relacionadas a un trastorno mental presente en la persona al momento de su
muerte. Recientemente, la ONU ha reconocido la salud mental como asunto de interés
publico al incluirla en los Objetivos Globales del Desarrollo Sostenible, donde se destaca el
trabajar en la prevencion y tratamiento de enfermedades que incluyen trastornos
conductuales, neurolégicos y del desarrollo humano. En México, alrededor del 18% de la
poblacion urbana en edad productiva (15-64 anos de edad) sufre algun trastorno del estado
de animo. Se estima que entre el 1 y 2% de la poblacion adulta ha intentado suicidarse y la
tasa de suicidios consumados ha aumentado de 1.1 en 1970, 2.6 en 1991, 3.5 en 2000 a 4.9
casos por cada 100 mil habitantes en 2013 (Medina-Mora, 2007; INEGI, 2015).

Diversos desoérdenes psiquiatricos como esquizofrenia, psicosis, depresion mayor,
trastorno bipolar y desordenes del espectro autista, asi como algunas otras enfermedades
neurodegenerativas, han mostrado tener origenes multiples: en general, se deben a una
combinacion entre predisposicion genética y detonadores ambientales y sociales. Entre los
factores de riesgo individuales, ademas de los componentes genéticos, se encuentran dafio

cerebral prenatal, nacimiento prematuro, dafio y/o desnutricion al nacer, falta de vinculos
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afectivos estables, aislamiento, etcétera (Garay y McAllister, 2010; FCCyT, 2018). Sin
embargo, un comun denominador en estos padecimientos es la alteracion de distintos
mecanismos inflamatorios en el sistema nervioso central (SNC). Entre estas alteraciones se
incluyen inflamacion crénica, ya sea sistémica o localizada, desbalance inmunolégico y por

supuesto perturbaciones en la activacion microglial (Réus et al., 2015).

1.1 Esquizofrenia
La esquizofrenia es un trastorno mental que dificulta a quienes la padecen diferenciar lo
que es real de lo que no, impide el pensamiento claro, las respuestas emocionales normales
y generalmente las personas afectadas actian de manera anormal en situaciones sociales
(American Psychiatric Association, 2013). Se trata de una enfermedad compleja cuya causa
no esté totalmente determinada, se han asociado varios factores genéticos, aunque ninguno
de estos ligados al sexo, pues se trata de una enfermedad que se presenta por igual en
hombres y mujeres, comenzando a manifestarse tipicamente durante la adolescencia o en
los primeros afios de la adultez, tendiendo a presentarse con menor severidad y en edades
mas tardias en mujeres (Freudenreich ef al., 2016). Se estima que a nivel mundial cerca del
1% de la poblacion (73 millones de personas) padecen esquizofrenia, ademas, estos
pacientes presentan un aumento de 40 al 60% en la probabilidad de morir prematuramente,
sobre todo si también padecen depresion (Sullivan et al., 2012).

La esquizofrenia se caracteriza por un conjunto de sintomas positivos que incluyen
alucinaciones, deluciones, paranoia y desordenes del pensamiento. También incluye
sintomas negativos como son aislamiento social, anhedonia, alogia y déficit de atencion.

Cabe mencionar que ademas de los sintomas caracteristicos anteriormente descritos, los
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pacientes esquizofrénicos suelen presentar déficits cognitivos y motores, problemas de
ansiedad, depresion y pensamientos suicidas, irritabilidad, dificultad para concentrarse,

dormir, entender y tomar decisiones, y aislamiento en general (Meyer, 2013).

1.2 Autismo
Los trastornos del espectro autista (referidos como autismo) son una gama de trastornos
neuroldgicos caracterizados por patrones de comportamiento repetitivos, déficit en la
comunicacion e interaccion social y patrones caracteristicos y restrictivos. Se habla de un
espectro por el rango de sintomas, habilidades y grados de discapacidad funcional que se
pueden presentar en la persona enferma (Forsberg et al., 2018).

El autismo se presenta en toda la poblacion mundial, con una prevalencia del 0.8%
y mayor presencia en hombres que en mujeres (McPartland y Volkmar, 2012). En ambos
casos, la enfermedad se hace evidente desde la nifiez (temprana o tardia), siendo
diagnosticada mediante evaluaciones de discapacidad intelectual y deficiencia del lenguaje
de la persona que se sospecha padece alguna de las afecciones que comprende este
espectro, el cual se estima que afecta a uno de cada 68 nifios, al menos en la poblacién
estadounidense (NINDS, 2016).

Si bien no se han establecido una causa puntual para el autismo, existen diversos
factores genéticos y ambientales que aumentan el riesgo de que un individuo pueda padecer
alguno de estos trastornos. Al igual que la esquizofrenia, se han descubierto causas por
mutaciones genéticas, las cuales curiosamente se encuentran en genes que son responsables
de movilidad y sefializaciéon neuronal (OXTR, GABRB3) guia axonal (EN2, RELN) y

desarrollo sinaptico (PTCHD1, MECP2, BDNF, GADI), mostrando la importancia del
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correcto desarrollo temprano del SNC y su estrecha relacién con enfermedades del

comportamiento (Bhat et al., 2014; Forsberg et al., 2018).

1.3 Desbalance en la sefializacion neuronal
Se ha caracterizado en pacientes con estas alteraciones psiquiatricas que la concentracion
de diversos neurotransmisores involucrados en vias de recompensa, comportamiento social,
coordinacién motora, memoria, aprendizaje, etcétera, se encuentra alterada en distintas
regiones del cerebro y tejido periférico (Seeman, 2009; McPartland y Volkmar, 2013;
Fitzgerald, 2014; Ddllen, 2015; Muller et al., 2016; Howes et al., 2017). La via
mesocorticolimbica-estriatal suele jugar un papel central en dichos comportamientos, ésta
se compone de neuronas glutamatérgicas cuyos somas que se encuentran en la corteza
prefrontal media proyectan sus axones hacia nucleos del cerebro medio, como el VTA,
liberando glutamato que actua sobre receptores NMDA tipicamente excitatorios. Estos
receptores se encuentran tanto en interneuronas liberadoras de GABA (el principal
neurotransmisor inhibitorio) como en neuronas dopaminérgicas. Estas ultimas liberan
dopamina (DA) hacia zonas del estriado como el NAc y el Pallidum Ventral, donde la DA
actua sobre receptores activadores (D1 y D5) e inhibidores (D2, D3 y D4) que completan el
circuito proyectando axones liberadores de DA hacia la corteza (Ddllen, 2015; Howes et
al., 2017). Finalmente, este circuito se ve influenciado por la liberacion de 5-HT
proveniente del dRPh (cerebro medio) hacia el estriado, oxitocina proveniente del
hipotalamo, especificamente del nucleo paraventricular, y conexiones neuronales entre la
corteza y el hipocampo (Seeman, 2009; Ddéllen, 2015; Muller et al., 2016; Howes et al.,

2017). Este circuito se representa en la Figura 1.
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Figura 1. Circuito mesocorticolimbico-estriatal: Vista sagital del cerebro de ratdn donde se resalta
la conexidn entre nucleos de neuronas de la corteza media prefrontal (mPFC) que proyectan
axones hacia el estriado en el nucleo accumbens (NAc) y pallidum ventral (VP), donde envian

proyecciones dopaminérgicas hacia el drea ventral tegmental (VTA) en el cerebro medio, donde el

nucleo dorsal de Raphe (dRPh) libera serotonina al estriado. También se resalta el nucleo
paraventricular (PVN) del estriado que libera oxitocina hacia el NAc y proyecciones entre el
hipocampo (HPC) y la corteza (Modificado de Déllen, 2015).

Un caso muy caracterizado es el de la hipotesis dopaminérgica en esquizofrenia. En
estos pacientes se ha observado una alteracion en la sintesis y liberacién de DA en la zona
del estriado, ligada a una disminucién en la concentraciéon de dopamina cortical y una
alterada activacion de los receptores tipo D1 y D2 (Howes ef al., 2017). En este sentido,
evidencia farmacoldgica ha determinado que la sobre activacion de receptores inhibitorios
DRD?2 lleva a una disminucion en la actividad de receptores de glutamato, especialmente

los NMDA, los cuales, al ser activados mediante diversos farmacos, disminuyen los

sintomas psicoticos en pacientes con esquizofrenia (Seeman, 2009).
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Adicionalmente, otro neurotransmisor derivado de dopamina, la noradrenalina
(NA), se ha establecido recientemente como factor etiolégico en ciertos casos de
esquizofrenia, al mostrar una sefializacion elevada y una mayor concentracién en sangre y
cerebro. El aumento en la actividad noradrenérgica podria estar relacionada a una elevada
susceptibilidad al estrés y dafio en la memoria de trabajo (Fitzgerald, 2014).

También en pacientes autistas se ha encontrado desbalance en la sefializacion de
neurotransmisores implicados en diversos comportamientos sociales, este es el caso de
serotonina y oxitocina. La oxitocina es un neuropéptido involucrado, entre otras cosas, en el
circuito de recompensa mesocorticolimbico, el cual, junto con una importante sefalizacion
dopaminérgica proveniente de diversas zonas del estriado y el cerebro medio, estd
implicado en la produccion de sensaciones placenteras ante estimulos importantes para la
supervivencia (Carter y Porges, 2013). Genes del receptor de oxitocina se han identificado
como loci de susceptibilidad a autismo. Ademas, la administraciéon de oxitocina intranasal
en pacientes autistas mejora el desempefio cognitivo y social de los pacientes,
probablemente por su accion periférica, al disminuir los niveles de cortisol, pero también de
manera central al interactuar con los circuitos de recompensa mencionados anteriormente
(Gregory et al., 2009; Dollen, 2015).

Ademas de oxitocina, se ha observado la participacion de serotonina (5-
hidroxitriptamina o 5-HT) en el area del nticleo accumbens (estriado ventral), ademés de
otras areas del cerebro donde actia junto con oxitocina y DA en la funcion social de
humanos y roedores (Doéllen, 2015). Mutaciones en genes involucrados en la sefializacion
serotoninérgica, asi como deficiencias en su sefalizacion central y exceso en la circulacion

periférica, se han definido como importantes factores etioldogicos en el desarrollo de
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autismo, no s6lo por su participacion en comportamientos complejos sino también por su
papel en el desarrollo temprano del cerebro, por lo que una afeccion en su sefializacion ya
sea en la edad temprana y/o adulta puede conllevar al desarrollo no solo de autismo sino de

otros padecimientos como depresion mayor (Miiller et al., 2016).

1.4 Neuroinflamacion
Los desordenes psiquidtricos como depresion mayor, trastorno bipolar, esquizofrenia y
autismo, se han asociado con distintos mecanismos inflamatorios, tanto en la periferia como
en el SNC. Precisamente en el contexto del sistema nervioso, esta inflamacion denominada
“Neuroinflamacion”, se ha reportado en pacientes con enfermedades psiquiatricas, donde
hay un aumento de diversos marcadores inflamatorios como citocinas y quimiocinas (Réus
et al., 2015). En la neuroinflamacion, moléculas proinflamatorias (citocinas, MHC,
complemento, toxinas, virus, bacterias, etcétera) provenientes de la periferia o generadas en
el SNC activan células del sistema inmune (microglia en este caso). La microglia activada
cumple con funciones homeostaticas en el desarrollo como la poda sinaptica, sin embargo,
cuando se activa de manera exacerbada, puede conducir a muerte celular o interrupcion en
la formacion sindpsis estables (Garay y McAllister, 2010; Chen et al., 2016) (Fig. 2).

En el caso de esquizofrenia y autismo, se han encontrado niveles elevados de ciertas
citocinas pro-inflamatorias como son IL-6, TNF e IL-1B, en el fluido cerebroespinal de
pacientes humanos, lo cual correlaciona con el aumento en la actividad inflamatoria de
microglia y astrocitos en los cerebros de estos mismos pacientes, reforzando la hipotesis de
la influencia de la neuroinflamacion en la etiologia de los trastornos mentales (Garay y

McAllister, 2010).

19



\
[ J'.;

W /

CNS Synapse with
immune molecules

astrocyte
] neuron f( // |

’
Central Nervous "V (\/—/ DEV]IELOPMENT
System / ' ¢ efinement
% —M_ﬁonf’ : Transmission
- / R i
.%' A\ ‘ ‘ Plasticity
& Homeostasis
cytokines J n’ucrogha_‘\
‘ il 4
?MHC Neurodevelopmental

complement

O proteins Disorders
- Immune System

Figura 2. Sistema nervioso central y sistema inmune: Moléculas inmunes como el complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) y sus receptores, via el complemento, citocinas y quimiocinas
participan en la funcidn, refinamiento y plasticidad de sinapsis en el cerebro participando en la
poda sinaptica y limpia de sinapsis no funcionales. Su alteracion durante el desarrollo neural puede
conducir al desarrollo de enfermedades como esquizofrenia y autismo (Garay y McAllister, 2010).

1.5 Neurodesarrollo
Uno de los factores no genéticos que mas influyen en la probabilidad de desarrollar alguna
enfermedad como la esquizofrenia son las anormalidades en el desarrollo del SNC, tal
como la organizaciéon anormal de la capa cortical, alteraciones en la migracion,
proliferacion y muerte de las células neuronales, complicaciones obstétricas, etc. (Seidman
y Mirsky, 2017). Si bien hay heterogeneidad en la anatomia cerebral de los pacientes, en
diversos estudios se ha identificado un reducido tamaino neuronal ¢ incrementada la

densidad celular en el hipocampo, la amigdala, el cuerpo mamilar, la corteza cingulada

anterior y el septum, ademas de disminucion en el nimero de células granulares y neuronas
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de Purkinje en el cerebelo (McPartland y Volkmar, 2012). Es probable que la variedad en la
intensidad de los sintomas de los distintos desdrdenes psiquidtricos correlacione con la
diversidad de las diferencias anatdmicas mencionadas anteriormente y también con los
distintos niveles de disfuncionalidad en diversas vias de sefializaciéon en el cerebro
observadas en los pacientes, no s6lo a nivel neuronal, sino también en células gliales.
Durante el desarrollo del SNC, los procesos de proliferacion y migracion de células
neuronales y gliales, asi como su consecuente muerte celular programada, formacion de
sinapsis, mielinizacion y establecimiento de circuitos neuronales, estdn tan altamente
coordinados que alteraciones causadas por efectos neuroinflamatorios durante el embarazo
pueden llevar a un “efecto domind” que desemboque en el desarrollo de disfunciones
neuronales de amplio espectro y subsecuentes alteraciones en el comportamiento juvenil o

adulto de la progenie (Fig. 3) (Knuesel et al., 2014).
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Figura 3. Neuroinflamacidn en el desarrollo: Factores genéticos y ambientales que junto con
procesos neuroinflamatorios pueden afectar el correcto desarrollo del SNC, el cual requiere de una
actividad inflamatoria altamente regulada por parte de células de la microglia y astrocitos. Esta
inflamacién puede provenir del sistema inmune materno (Tomado de Knuesel et al., 2014).
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1.6 Activacion Inmune Materna (AIM)

1.6.1 Infeccion durante la gestacion
La creciente evidencia que demuestra que enfermedades como esquizofrenia y autismo son
desoérdenes del neurodesarrollo y la influencia de la respuesta inmune exacerbada como un
posible mecanismo, han llevado a la hipdtesis de que la infeccion por algin patégeno
durante el embarazo y la subsecuente respuesta inflamatoria sistémica de la madre pueden
ser un factor de riesgo mayor para el desarrollo de estos padecimientos (Brown y Derkits,
2010). En afos recientes se han llevado a cabo estudios epidemioldgicos y traslacionales
donde se ha asociado una relacién entre la exposicion prenatal a alguna infeccion y el
aumento en la probabilidad de desarrollar esquizofrenia, autismo o algin otro padecimiento
neuroldgico (Brown y Derkits, 2010; Lee et al., 2015; Mazina et al., 2015; Jiang et al.,
2016; al-Haddad et al., 2019). De manera interesante, se ha descrito que el riesgo parece no
ser patdgeno-especifico, ya que esta asociacion se ha dado en agentes virales (influenza,
rubeola, sarampion, polio, herpes), bacterianos (infecciones de vias urinarias, piel, genitales
y aéreas) y parasitarios (Toxoplasma gondii) (Meyer, 2013).

En el caso de hospitalizacion materna por infeccion de cualquier tipo, se ha
encontrado una importante correlacion en el desarrollo de autismo independientemente del
factor infeccioso (viral, bacteriano u otro), con una relacion mas fuerte si el proceso se da
en los ultimos dos trimestres y con infecciones en vias respiratorias (Lee et al., 2015). En
estudios de tipo meta-andalisis también se ha determinado un elevado riesgo cuando se
requiere hospitalizacion materna causada por la infeccion, sin embargo, en estos casos solo
se ha encontrado relacion cuando la infeccion se da en el segundo o tercer trimestre y si se

da en vias genitourinarias o en la piel, aunque también se encontré que el agente patdogeno
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no es especifico o determinante, si bien existe una fuerte relacion entre las infecciones
bacterianas y de tracto genitourinario (Jiang et al., 2016). El ultimo estudio amplio en el
que se analizaron datos de mas de 4 millones de pacientes, vislumbr6 un aumento del 79%
en el riesgo de diagnostico por autismo y 24% para depresion mayor en nifios y adultos
expuestos a cualquier tipo de infeccidn materna (con hospitalizacion), si bien no se observo
aumento para casos de trastorno bipolar y un pequefio aumento del 14% de riesgo para el
caso de psicosis (donde se incluyen casos de esquizofrenia), asi como para el caso de
muerte por suicidio (al-Haddad et al., 2019). De manera interesante, el riesgo suele ser
mayor cuando la infeccion es severa y si €sta se presenta en vias urinarias, tal como se ha
reportado previamente en estudios sobre diferentes poblaciones humanas alrededor del

mundo (al-Haddad et al., 2019).

1.6.2 Otros factores de inflamacion
Adicionalmente a los modelos de infeccion materna durante el embarazo, existen estudios
donde se ha encontrado que condiciones de obesidad materna o diabetes mellitus
gestacional también influyen en el aumento de la probabilidad de que la descendencia de la
persona que la padece desarrolle autismo o algln tipo de retraso mental, no solamente en
personas sino también en modelos murinos de enfermedades psiquiatricas (Rivera et al.,
2015, Buffington et al., 2016, Connolly et al., 2016). Dado que en estas condiciones se
presenta un ambiente inflamatorio sistémico, similar al que se encuentra cuando hay
infecciones, es probable que la inflamacidon como tal sea la que directamente interrumpa el
correcto neurodesarrollo del feto. Para el caso de inflamacion por diabetes u obesidad, esta

es de bajo grado pero crdnica; en el caso de infecciones, se trata de una inflamacion
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pasajera pero aguda, por lo que nos referiremos a este conjunto de condiciones

inflamatorias como “Activacion Inmune Materna”.

1.7 Modelos de estudio de AIM

1.7.1 Generalidades
Diversos grupos de investigacion se han dedicado a dilucidar el mecanismo por el cual la
AIM induce cambios internos en el cerebro de la progenie que conlleva a alteraciones en su
comportamiento. Los modelos murinos son los mds comunes dada la cantidad de
informacion que se ha generado sobre neurogénesis y desarrollo del sistema nervioso de
roedores, su facilidad para manipularlos en el laboratorio y la extrapolacion que se puede
hacer con respecto a los procesos que ocurren en los seres humanos (Fig. 4) (Patterson,
2011). Cabe resaltar que este tipo de estudios se comienza a llevar a cabo también en
primates no humanos, observando efectos muy similares en cuanto a comportamientos
descritos en pacientes humanos, dando robustez a esta linea de investigacion (Bauman et
al., 2014).

En ratas y ratones, la infeccion materna se suele abordar al infectar directamente a
las madres gestantes (influenza intranasal, por ejemplo) o al simular una infeccién al
administrar moléculas que activan el sistema inmune sin necesidad de utilizar agentes
patogenos. Este ultimo enfoque es el mas utilizado teniendo dos variantes principales: la
inyeccion de ARN de doble cadena (4cido poliriboinosinico-poliribocitidilico: Poly I:C), el
cual evoca una respuesta inflamatoria anti-viral; y la inyeccion de lipopolisacarido (LPS)

para el caso de infecciones bacterianas (Patterson, 2011).
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Figura 4. Desarrollo cerebral murino y humano: Linea del tiempo del desarrollo del cerebro:
(corteza [CX], giro dentado [DG] y cerebelo [CB]) en ratones (A) y humanos (B). Las lineas rojas
indican los periodos de maxima neurogénesis, mientras que las punteadas sefialan los periodos

donde ésta comienza a disminuir (Tomado de Stagni et al., 2015).

1.7.2 Poly I:C
Como se menciond anteriormente, el Poly I:C es un andlogo de ARN de doble cadena, el
cual, es generado durante las infecciones virales como un intermediario en la replicacion
del ARN de una cadena o como producto de transcripcion simétrica en virus de ADN
(Mandal et al., 2011; Meyer y Feldon, 2012). El Poly I:C es reconocido como extraiio por
el sistema inmune de mamiferos a través de un sistema de receptores transmembranales,

especificamente el receptor tipo toll 3 (TLR3) (Fig. 5). Tras la unién del Poly I:C, TLR3
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estimula la liberacion de factores pro-inflamatorios como IL-18, IL-6, TNF e interferon de

tipo 1 (Mitchel et al., 2014).
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Figura 5. Via de seinalizacién de TLR3: La seiializacidon de TLR3 comienza con la unién de TRIF al
dominio TIR del homodimero TLR3, formado por la unién de su ligando (Poly I:C, por ejemplo). La

linea negra indica la sefializacion que resulta en la produccién de interferdn tipo 1 a través de la
fosforilacion de IKKe. La linea punteada sefala una via a través de NF-kB que induce la produccidn

de citocinas pro-inflamatorias tras la unién de RIP e IKK (Tomado de Mitchell et al., 2014).

La inyeccion de dosis relativamente bajas de Poly I:C en roedores gestantes durante
el embarazo medio a tardio por via intravenosa o intraperitoneal, conlleva al desarrollo de

comportamientos tipo esquizofrenia y/o autismo en la descendencia en ausencia de

complicaciones obstétricas (Hsiao y Patterson, 2012; Malkova et al., 2012). Se ha
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demostrado que, tras la inyeccion, células de la placenta, especificamente del
espongiotrofoblasto, desatan una fuerte respuesta inflamatoria a través de la liberacion de
citocinas que pueden sefalizar de forma paracrina de la placenta al feto, o bien, entrar
directamente al torrente sanguineo del feto (Meyer, 2014). Se ha descubierto un papel clave
en la liberacion de IL-6 dentro de las primeras 24 horas después de la inyeccion, donde se
describe que esta citocina es la principal responsable del deterioro en el comportamiento de
la descendencia, ya que la inyeccion de Poly I:C junto con anticuerpos que bloquean el
receptor de IL-6 no tiene efecto alguno en el comportamiento de estos animales (Smith et

al., 2007; Hsiao y Patterson, 2011).

Loss of calbindin positive Purkinje cells
in cerebellar lobule Vil

Increased marble burying

Figura 6. Modelo de induccién de AIM por Poly I:C: La inyeccidn de Poly |:C desata la activacién
inmune materna: se libera IL-6 la cual dirige la respuesta pro-inflamatoria hacia el feto a través de
su receptor en células de la placenta. Se observa activacién de la via de STAT3 en el cerebro
posterior prepontino (PPH) y pontino (PH). En la descendencia adulta, este insulto inflamatorio se
refleja en alteraciones en el comportamiento individual y social, ademds de una pérdida celular
cerebelar en el séptimo I6bulo del mismo (Tomado de Wu et al., 2017).
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Tal como lo ilustra la figura 6, recientemente se ha determinado que la acciéon de IL-
6 depende de la transmision de la placenta al feto, es decir, células del espongiotrofoblasto
reciben la sefal inflamatoria desatada por la inyeccion de Poly I:C en el torrente sanguineo
e inician una respuesta pro-inflamatoria hacia el feto a través de IL-6 y su receptor IL-6R

(Wuet al., 2017).

1.7.3 Desbalance de neurotransmisores en el modelo de AIM-Poly I:C
En pocos modelos de AIM con Poly I:C se ha determinado la influencia de algunos
neurotransmisores implicados en enfermedades psiquiatricas en cerebros de la progenie
afectada (Ozawa et al., 2006; Winter et al., 2009; Meyer, 2014). Se ha encontrado que el
tratamiento con Poly [:C gestacional lleva a un aumento en la concentracion de DA en
zonas de la corteza prefrontal y el pallidum, asi como un incremento de sus metabolitos de
desecho (DOPAC y HVA) en estas mismas zonas y en regiones estriatales (Winter et al.,
2009). También se ha asociado un dafio cognitivo con el incremento en el metabolismo de
DA y su probable disminucion en cuanto a biodisponibilidad, si bien esto se ha
determinado en una variante del modelo de Poly I:C con cepas diferentes de ratones y con
variaciones en cuanto a la dosis y via de administracion (Ozawa et al., 20006).

Debido a la inconsistencia en estos modelos y a que la actividad de estos
neurotransmisores no se ha podido asociar directamente con comportamientos alterados, es
importante determinar cudl es el dafio existente en las diversas vias de sefalizacion
neuronal que controlan la respuesta de ratones y humanos a determinados estimulos,
detectar las regiones cerebrales en donde se interrumpen estos circuitos y explicar como es

que la activacion inmune materna influye en el funcionamiento de los mismos.
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I1. JUSTIFICACION

A nivel mundial, la OMS determin6 a los trastornos mentales como una de las primeras
diez causas generadoras de discapacidad. Actualmente se ha establecido que diversas
condiciones neuroldgicas como esquizofrenia, autismo, depresion mayor y trastorno bipolar
surgen durante el desarrollo temprano donde diversos factores genéticos y ambientales
irrumpen en el correcto desarrollo del SNC, afectando su funcionamiento en etapas
posteriores. Uno de los factores ambientales que puede llevar a dicha irrupcion es la
activacion del sistema inmune de la madre por un patégeno infeccioso. Se sabe que existe
una fuerte asociacion entre una infeccion materna aguda (viral o bacteriana) con el aumento
en la probabilidad de que el feto desarrolle alguna de estas enfermedades en la edad adulta.

El estudiar el fenomeno de AIM en los modelos murinos que existen actualmente
nos puede llevar no solo al conocimiento del o los mecanismos mediante el cual este
proceso sucede, sino también al desarrollo de herramientas de diagnostico, prevencion y
tratamiento para este tipo de padecimientos. Actualmente, se ha establecido que la
inyeccion gestacional de Poly I:C es un buen modelo de AIM que lleva a comportamientos
tipo esquizofrenia-autismo en la progenie adulta, sin embargo, se ha determinado muy poco
de la neuroquimica involucrada en este fendmeno: no se ha asociado directamente el
cambio en la concentracion de neurotransmisores con los comportamientos mostrados por
los ratones ni se ha distinguido entre todas las zonas cerebrales involucradas. Ademas, se
sabe que los trastornos mentales se presentan de manera distinta dependiendo del sexo en
humanos, por lo que es importante distinguir por separado entre machos y hembras en los
modelos murinos, situacion que no se ha tomado en cuenta en ninguno de los antecedentes

presentados.
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I11. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipaotesis
La exposicion a un ambiente inflamatorio materno conduce a un desbalance en la
senalizacion de neurotransmisores especificos que resulta en alteraciones en el

comportamiento de la progenie.

3.2 Objetivo general
Determinar los cambios neuroquimicos en el cerebro de ratones sometidos a activacion

inmune materna y su asociacion con alteraciones en el comportamiento de los mismos.

3.3 Objetivos particulares
-Evaluar el impacto de un ambiente inflamatorio durante la etapa gestacional sobre el
comportamiento social e individual de la progenie.
-Determinar si un ambiente inflamatorio durante la etapa gestacional modula la
concentracion de neurotransmisores relacionados con el desarrollo de autismo y
esquizofrenia en la progenie.
-Identificar posible actividad inflamatoria exacerbada a nivel sistémico y central en el suero
sanguineo y corteza cerebral de la descendencia.
-Determinar si los distintos comportamientos sociales e individuales de la progenie

correlacionan con los niveles de neurotransmisores en areas especificas del cerebro.
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1.1 Animales y tratamiento materno
Se utilizé un grupo de 12 ratonas C57BL6 de 12 semanas de edad agrupadas en cajas con 2
ratonas cada una y mantenidas en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con acceso a agua'y
comida ad libitum. A cada caja se le colocd un macho de la misma edad y cepa para obtener
descendencia, los machos convivieron con las hembras durante s6lo una noche y se
confirm6 actividad copulatoria por la presencia de un tapon vaginal, este dia se denominé

dia embrionario 0.5 (E0.5).

4.1.2 Administracion prenatal de Poly I:C
En el dia embrionario 12 (E12) se inyectd intraperitonealmente a seis de las ratonas
gestantes con 10 YL de solucion de NaCl 0.9% en agua inyectable (vehiculo) por cada
gramo de peso de las mismas. A las seis restantes se les inyectd con Poly I:C (potassium
salt; Sigma, St. Louis, MO) a una concentraciéon de 15 mg/kg de peso de acuerdo a lo
reportado previamente (Meyer y Feldon 2014). El resto de la gestacion se llevé a cabo de
manera normal y las crias fueron destetadas tras cumplir 22 dias de vida y separadas por
sexo y tratamiento materno en cajas de 2 a 4 individuos. Se monitoreo el peso tanto de las

crias como de las madres durante todo el experimento.

4.2. Pruebas conductuales
4.2.1 Prueba de preferencia a sacarosa
Las pruebas conductuales se practicaron en todos los ratones de la descendencia.

Primero, se realizd una prueba de preferencia a sacarosa en los ratones una vez que
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cumplieron 8 semanas de edad. Se colocaron los ratones en cajas grandes conteniendo 2-4
ratones cada una y se les colocaron un par de bebederos idénticos, uno de ellos con 200 mL
de agua y otro con la misma cantidad de agua mas 6 gramos de sacarosa (sacarosa 3%).
Durante 4 dias los ratones podian elegir beber de cualquiera de los dos bebederos, los
cuales se alternaron en su colocacion cada dia. Se registré diariamente el consumo de

liquido de todas las cajas y al final de la prueba se les regreso su bebedero habitual.

4.2.2 Test de tres camaras
Una semana de posterior a la prueba de preferencia a sacarosa, se realizd un test de tres
camaras para determinar la sociabilidad y preferencia social de acuerdo con lo establecido
por Silverman y colaboradores en 2010. Primero, se acondiciond a un raton durante un
periodo de 10 minutos dentro de una caja de acrilico de 60 x 40 x 23 cm dividida en 3
secciones del mismo tamaio e interconectadas entre si (derecha, centro, izquierda) donde el
ratobn podia explorar libremente todas las secciones (camaras) a través de un par de
compuertas de 4 x 6 cm. Posteriormente, se realizo la prueba de sociabilidad al colocar
durante 10 minutos a un ratébn desconocido de su misma edad y sexo dentro de una pequefia
jaula de metal (previamente acondicionado) en una de las camaras laterales al tiempo que
se colocaba una jaula vacia en la otra camara. Se midid el tiempo que el raton pasaba en
cada una de las tres cdmaras, asi como el tiempo que el raton interactuaba oliendo
directamente al raton contenido en la jaula (tiempo de interaccidon). Pasados los diez
minutos se confind al sujeto experimental a la camara central para llevar a cabo la prueba

de novedad social. Se coloco un segundo ratén en la jaula vacia, permitiendo nuevamente al
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raton experimental explorar durante otros 10 minutos. Nuevamente se midieron los

pardmetros anteriores ahora entre las dos cdmaras ocupadas.

4.2.3 Campo abierto
Se llevo a cabo una prueba de campo abierto para determinar la existencia de
comportamientos tipo ansiedad y deficiencia exploratoria en alguno de los dos grupos, asi
como para observar la existencia de dafios en la locomocion de los individuos, los cuales no
deberian existir. Se utiliz6 una arena de acrilico con fondo oscuro y paredes transparentes
de 50 x 50 x 50 cm de acuerdo a lo utilizado en estudios previos (Smith et al., 2007). Se
coloco al ratén en el centro de la arena y se le permitid explorar libremente durante 5
minutos sin habituacion previa. El analisis del recorrido de los ratones tanto en la prueba de
campo abierto como en la de tres camaras se realizé con el programa ANY-maze, el cual
tomo como referencia la mitad anterior del animal para determinar que se encontraba
dentro de alguna zona especifica y a la nariz del mismo para validar una interaccion directa.

Se dividi6 el campo en tres zonas: zona externa, zona interna y centro. El centro
consiste en un cuadro de 16.6 x 16.6 cm colocado digitalmente en el centro de la arena, al
analizar el recorrido se cuenta el numero de veces que el raton cruza esta area, el evitar
cruzar el centro o hacerlo con una relativa alta velocidad puede ser reflejo de una conducta
ansiosa por parte del individuo. La zona interna comprende un cuadrado de 30 x 30 cm
también colocado al centro (incluyendo la zona “centro”) en donde se cuenta el tiempo que
el raton pasa en esta zona. La zona externa es el area periférica restante donde los ratones

suelen sentirse mas seguros al retraerse en las paredes. Se espera por tanto que los ratones
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tratados con vehiculo pasen mds tiempo en la zona interna y crucen mas veces el centro de

la arena en comparacion con los tratados con Poly I:C (Seibenhener y Wooten, 2015).

4.3. Obtencion de material biologico
A las 16 semanas de edad de la descendencia, se sacrificaron los 60 ratones descendientes
de las hembras gestantes tratadas con Poly I:C o vehiculo: 32 vehiculo (14 hembras, 18
machos) y 28 Poly I:C (14 hembras, 14 machos). El sacrificio se llevd a cabo por asfixia
con CO,, tras lo cual se extrajo alrededor de 1 mL de sangre por puncioén cardiaca.
Posteriormente se extrajo el cerebro de cada animal, el cual fue dividido en 6 regiones:
hipotalamo, estriado, hipocampo derecho, hipocampo izquierdo, corteza derecha y corteza
izquierda. Cada una de las secciones fue pesada al momento de su extraccion. Los tejidos
fueron congelados inmediatamente en CO; s6lido y preservados a -70°C hasta su uso. Para
medir los neurotransmisores se utilizaron los cerebros de 4 ratones de cada condicion (5
para machos-vehiculo), para las PCR se utilizaron otros 3 ratones de cada condicion y para

las citocinas la corteza de otros 4 a 6 ratones de cada condicidn, se especifica mas adelante.

4.4 Determinacion de neurotransmisores

4.4.1 Monoaminas
Se determinaron los niveles de 3 neurotransmisores y sus metabolitos de desecho por medio
de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), los cuales fueron: dopamina (DA),
noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) y sus metabolitos: 4cido 3,4-dihidroxifenilacético

(DOPAC), acido homovanilico (HVA) y acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA). Estos se
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determinaron en 4 regiones distintas del cerebro: hipotalamo, estriado, un hemisferio de
hipocampo y un hemisferio de corteza. El hemisferio a analizar fue elegido al azar.

El tejido se homogenizd en 500 uL de acido perclorico 0.1 M para la corteza y 300
uL para cada uno de los demaés tejidos. El homogenizado se centrifugé por 15 minutos a
8000 rpm a 4°C, el sobrenadante se filtr6 y se colocod en tubos limpios, los cuales se
inyectaron en una columna de fase reversa previamente preparada con fase movil. Los
estandares y las muestras se corrieron por 20 minutos y se obtuvieron los cromatogramas
correspondientes. El protocolo se realizé de acuerdo con lo descrito por Sperk en 1982 en
colaboracion con el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) del IMSS, en

el Laboratorio de Neuroinmunologia a cargo de la Doctora Esperanza Garcia.

4.4.2 Aminoacidos
Se determinaron los niveles de 5 aminoacidos neurotransmisores por medio de HPLC
acoplada a fluorescencia, estos fueron: aspartato, glutamato, glutamina, taurina y GABA.
Se midieron en el hemisferio restante de corteza e hipocampo analizados para monoaminas.

El tejido se homogenizo6 en 15 mL/g de tejido en una solucidon de metanol glacial, a
partir de la cual también se extrae una fraccion de proteinas. Se sonico y centrifug6 por 20
minutos a 8000 rpm a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y se diluyd en una relacion 1:50
para las muestras de hipocampo y 1:100 para las cortezas. Finalmente, se colocaron en el
cromatdgrafo la fase movil (estabilizada durante 24 horas) y 50 puL de estandares y muestra
para su analisis (la inyeccion se realiz6 de forma automatica). El protocolo se realizd de
acuerdo con lo descrito por Piepponen y Skujins en 2001 en colaboracion con el INNN, en

el Laboratorio de Neuroquimica a cargo de la Dra Sonia Galvan.
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4.5 Biologia molecular

4.5.1 Extraccion de ARN y retrotranscripcion
Se extrajo ARN a partir de las regiones previamente disectadas por medio del método de
tiocianato de guanidina descrito por Chomczinski, 1987. Para el caso de corteza se
homogenizé el tejido con 500 pL de solucion D, para el resto de los tejidos 300 uL. El
tejido se sonicd y se adicionaron 0.1 volimenes de solucion de acetato de sodio 2 M, un
volumen de fenol, 0.2 de cloroformo-isoamilalcohol (49:1) y se centrifugd a 13 000 rpm
por 20 minutos a 4°C. La fase cristalina se precipitd con isopropanol (relaciénl:1), se
centrifugo6 a 13 500 rpm por 30 minutos a 4°C y la pastilla resultante se resuspendio en 100
uL de agua DEPC y 10 pL de acetato de sodio 3 M y 200 pL de etanol absoluto.
Finalmente, se centrifugd la muestra a 13 500 rpm 30 minutos a 4°C y la pastilla se lavo
dos veces con 250 puL de etanol al 70% para finalmente ser resuspendida en 50-120 pL de
agua tratada con DEPC y cuantificada por espectrofotometria en un Nanodrop 2000
(Thermo Scientific) y el ARN resultante se almacend a -70°C hasta su uso.

Una vez cuantificado el ARN, se tomd 1 ug de cada muestra y se mezclo con 10.45
uL de agua DEPC, 3 pL de Buffer RT, 1.5 pL de DTT 0.1 M (10 mM final), 0.3 pL de
dNTP’s 10 uM (0.2 nM final), 0.5 pL de Oligo dT 0.5 pg/uL (0.015 ng/uL final) y 0.25 puL
de Transcriptasa reversa (BRL) 200 U/uL (3.3 U/mL). La mezcla de reaccion se incubo a

37°C por dos horas y el cADN se almaceno a -20°C.

4.5.2 PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo al mezclar 1 pL. de cADN con 1.25 puL de Buffer,

0.62 uL. de MgCl, 30 mM (1.5 puM final), 0.25 pL. de INTP’s 10 mM (0.2 uM final), 0.25
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uL de oligonucleotido FWD y REV 10 uM (0.2 nM final), 0.25 pL de Taq Polimerasa y 8.6

uL de agua (Volumen final 12.5 pL) en las siguientes condiciones de amplificacion:

Gen

1 ciclo

35 ciclos

1 ciclo

Actina

94°C 5 minutos

94°C 30 segundos

60°C 30 segundos

72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

TH

94°C 5 minutos

94°C 30 segundos

64°C 30 segundos

72°C 32 segundos

72°C 7 minutos

TPH2

94°C 5 minutos

94°C 30 segundos

63°C 30 segundos

72°C 32 segundos

72°C 7 minutos

Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados se ilustran en la siguiente tabla:

Primer Secuencia Tm °C | Tamarno del | Referencia
amplicon
Actina | o - cTCAGAAGGACTCCTATG 54.1
FWD Este trabajo
238 pb )
Actina (ID: 11461)
REV GGTCTCAAACATGATCTGGG 53.2
THFWD TCCTGCACTCCCTGTCAGAG 68.15 Roussa et al.,
424 pb 2006
TH REV | CCAAGAGCAGCCCATCAAAGG | 68.12 (ID: 21823)
TPH2 1 CTTCAACCCCTACACGCAG | 66.45
FWD Este trabajo
470 pb i
TPH2 | CCACAACTCACCGACTGGAA (ID: 216343)
REV 66.45
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4.6 Determinacion de citocinas

4.6.1 ELISA en suero sanguineo
La sangre extraida de los ratones fue preservada durante 2 horas a 4°C para permitir la
coagulacion, posteriormente se centrifugd a 1 400 rpm por 10 minutos y se extrajo el suero
resultante (fase liquida), almacenandose a -70°C hasta su uso.

Se realizaron tres ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para
determinar la concentracion de IL-1B, TNF ¢ IL-6 en el suero de los animales. Se utilizé el
kit ELISA MAX™ Deluxe Set Mouse (BioLegend) correspondiente a cada citocina y se
siguieron las instrucciones del fabricante. Para la determinaciéon de TNF se hizo una

dilucion 1:5 de suero en Buffer Assay 1X y una dilucion 1:10 para el caso de IL-1[ e IL-6.

4.6.2 ELISA en tejido cerebral
La extraccion de proteina se realizo al sonicar la corteza cerebral disectada sumergida en 1
mL de PBS pH 7.4 PMSF 0.1 mM. La muestra se centrifugd 7 minutos a 14 000 rpm a 4°C
y se almacend el sobrenadante a -70°C. Se cuantifico la cantidad de proteina obtenida por
el método de Bradford y se utilizaron 100 pg de proteina para realizar la prueba de ELISA

y determinar los niveles de TNF en cerebro, siguiendo el método ya descrito.

4.7 Analisis estadistico
Los valores mostrados en todos los experimentos se reportan como promedios + el error
estandar. Se hicieron andlisis de varianza de una via (ANOVA de una via), de dos vias
(ANOVA de dos vias) con una postprueba de Tukey, y pruebas de t de Student no pareadas

(T-test) para determinar la existencia de diferencias significativas entre los ratones control
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(tratados con vehiculo) y los tratados con Poly I:C. Para el caso de las correlaciones se
utilizé un andlisis de regresion lineal, el valor en la concentracion de cada neurotransmisor
de cada ratdn se correlaciond contra el desempeno de ese mismo ratéon en todas las pruebas
conductuales, se muestran solamente los resultados conde la correlacion fue significativa en
al menos uno de los sexos. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa
GraphPad Prism 5.1. En cada figura se especifica la prueba estadistica utilizada y el valor P

obtenido en caso de ser estadisticamente significativo.
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V. RESULTADOS

5.1 Peso de hembras gestantes y su descendencia
La gestacion de las ratonas se llevd a cabo de manera normal, aunque se observo una
reduccion no significativa en el promedio del tamafio de la camada en las ratonas
inyectadas con Poly I:C (Vehiculo: 8.4 £ 0.93; Poly I:.C 5.7 £ 0.92; P = 0.07). De cualquier
forma, la sobrevivencia de ambas camadas fue del 100%. En la figura 7 se muestran los
pesos de las madres durante la gestacion y los 22 dias posteriores al nacimiento, hasta el
destete de las crias. Se puede notar que a pesar de que las camadas de las ratonas inyectadas
con Poly I:C resultaron menores, no hubo diferencias significativas en el peso, ni antes ni

después de la inyeccion o tras el nacimiento de las crias.

50-
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Figura 7. Peso de las ratonas gestantes: Seguimiento del peso de las madres desde el dia anterior a
la cruza (Pr1), los aproximadamente 19 dias de gestacidn (E) y el periodo postnatal (P) hasta el
destete. La linea amarilla indica el dia de la inyeccién (E12.5) y la verde el dia de nacimiento (E19.5-
20.5). Vehiculo n=6; Poly I:C n=6. Promedio * EE, drea bajo la curva: ANOVA de dos vias.
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También se monitoreo el peso de la descendencia a partir de su destete hasta la
realizacion de las pruebas conductuales y en dias posteriores a las mismas (Fig. 8). En
todos los casos existe un aumento progresivo de peso conforme aumenta la edad de la
descendencia sin ser alterado por alguna de las pruebas conductuales. La masa total es
significativamente similar entre tratamientos para ambos sexos (Fig. 8C), sin embargo, al
observar la ganancia semanal (diferencia entre la masa inicial al destete y la masa registrada
cada semana), ésta es mayor en las hembras tratadas con Poly I:C en comparacion con el
control, sobre todo durante las primeras semanas de vida. Probablemente de debe a que su
peso al destete fue ligeramente menor, lo cual sugiere que su peso al nacer también podria

encontrarse disminuido a causa del ambiente inflamatorio durante la gestacion (Fig. 8A).

5.2 Conducta

5.2.1 Preferencia a sacarosa (Anhedonia)
En el caso de la prueba de preferencia a sacarosa, la progenie (ambos sexos) derivada de
madres inyectadas con vehiculo presentaron una fuerte preferencia hacia beber agua con
sacarosa (Fig. 9A y B). De manera similar, las hembras provenientes de madres tratadas con
Poly I:C, mostraron una preferencia hacia el agua con sacarosa (Fig. 9A), cosa que no
ocurre para el caso de los machos, donde el consumo de sacarosa por parte de la
descendencia sometida a AIM fue mucho menor al de los tratados con vehiculo (Fig. 9B).
Posteriormente, se determiné el indice de preferencia a sacarosa, el cual corresponde al
cociente de los mililitros de sacarosa consumidos entre el consumo total de liquido (Fig.
9C). Aqui es donde claramente se puede determinar que la preferencia hacia un estimulo

placentero de los machos sometidos a inflamacidon materna es significativamente menor aun
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Figura 8. Ganancia de peso de la descendencia: Diferencia de peso de hembras (A) y machos (B)
de la descendencia con respecto al momento del destete. C: Masa total de la descendencia. Las
lineas verdes indican el intervalo de tiempo en que se llevaron a cabo las pruebas conductuales.
Hembras vehiculo n=17, hembras Poly I:C n=17, machos vehiculo n=21, machos Poly |:C n=17.
Promedio % EE, area bajo la curva: ANOVA de dos vias **P<0.01, *P<0.05.

al comparar el resultado con las hembras sometidas al mismo tratamiento. A pesar de estas
diferencias, no puede afirmarse que estos ratones presentan anhedonia, ya que su indice de
preferencia fue mayor a 0.6 (Promedio = 0.73+£0.01), un indice de preferencia de entre 0.4 y
0.6 indicaria que les es indiferente beber de cualquiera los dos liquidos, es decir, una
condicion total de anhedonia. Sin embargo, existe una preferencia disminuida hacia un

estimulo agradable como es la sacarosa en el caso de los machos, demostrando un efecto de
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la infeccidbn materna viral sobre un aspecto hedonico, el cual no habia sido probado

previamente. Finalmente, se evalu6 el consumo total de liquido, donde el consumo de los

machos sometidos a AIM fue significativamente menor al del resto de los grupos (Fig. 9D),

confirmando el resultado anterior acerca de la disminucion en la preferencia causada por el

tratamiento con Poly I:C.

A B
15+ 15+
L il ']
1 ) L]
3 ] uEm
104 5 -
: — &= g o
. ‘g
E 54 UL ooo E 5. EEm
‘T 1] [T ] 0o ooo
i Yy vy g
0 one o - i
@'b @? T -] 2T L3
o o &
Vehiculo Poly I:C Vehiculo Poly I.C
C D
1.0- 20+
in
L
3 09 — 15 A —
= T Aka .miﬁ (i} 7
E | A8 = vy S | =W
3 08- ma YWY guy 210 - v
o Ak d Yy Ty i ryy AA _E_
AAA Yy *w-
E 074 444 % E 54 A4 vy VY
é U-E T T T T U T I I I
E A L P W
o & o & o & o &
¥ ? ¥ ? ¥ R ¥ R
Hembras Machos Hembras Machos

Figura 9. Prueba de preferencia a sacarosa: Se muestra el consumo promedio por ratén en los
ultimos dos dias de prueba para hembras (A) y machos (B). C: indice de preferencia de ambos
tratamientos. D: Consumo total de liquido los dias 3 y 4 de prueba. Cada caja albergabade 2a 4
individuos separados por sexo y tratamiento. Hembras vehiculo n=14, hembras Poly I:C n=13,
machos vehiculo n=17, machos Poly I:C n=17. Promedio + EE, ANOVA de una via (B) ***P<0.001. T-

test (Cy D) ***P<0.001, *P<0.05.
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5.2.2 Sociabilidad
En la prueba de tres cdmaras se determina la sociabilidad de un individuo al darle al raton
experimental la oportunidad de interactuar con una jaula ocupada o una vacia y observar el
tiempo que ocupa explorando directamente cada una (tiempo de interaccidon) (Silverman,
2010). Se pudo notar que los ratones control interactian durante mas tiempo con la jaula
que contiene al raton desconocido (R1) que con la jaula vacia (Vacio), tal como se esperaba
que sucediera. Por el contrario, en aquellos ratones tratados con Poly I:C, el tiempo de
interaccion con ambas jaulas fue practicamente el mismo independientemente del sexo de
los ratones. De hecho, el tiempo de interaccion de los ratones vehiculo con el R1 fue
bastante mayor en comparaciéon con los sometidos a inflamacién materna, donde la mayor
diferencia se present6 entre hembras (Fig. 10A 'y B).

Se determino el indice de preferencia social, en el cual se mide la diferencia entre el
porcentaje de tiempo total en el que el individuo interactia con el raton encerrado o la jaula
vacia (Fig. 10C). Nuevamente, el indice de interaccion fue menor en el caso de la
descendencia tratada con Poly I:C, la cual, con un indice promedio cercano a 0.0, mostr6 no
tener preferencia alguna por ninguno de los dos objetos, caso contrario al de aquellos
ratones control que claramente mostraron una inclinacion hacia interactuar con el raton
desconocido, tal como se esperaba que ocurriera debido a la naturaleza social de los
ratones. Es de destacar que, a diferencia de la prueba de preferencia a sacarosa, ambos
sexos mostraron un indice de interacciéon similar mostrando cambios estadisticamente

diferentes entre los tratamientos.
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Figura 10. Prueba de sociabilidad: Tiempo de interaccion del ratdn experimental (A: hembras; B:
machos) con la jaula ocupada (R1) o la jaula vacia (Vacio). C: indice de preferencia social para
ambos sexos y tratamientos. Hembras vehiculo n=16, hembras Poly I:C n=17, machos vehiculo

n=21, machos Poly I:C n=16. Promedio + EE, ANOVA de una via (A y B) ***P<0.001, **P<0.01. T-

test (C) *P<0.05.

5.2.3 Novedad social

En la prueba de novedad social el raton ahora puede elegir entre interactuar con un raton
que ya conoce por la prueba anterior (R1) o un individuo nuevo y desconocido (R2). Como
se esperaba, los ratones vehiculo de ambos sexos decidieron interactuar durante mas tiempo
con el R2 en comparacion con el R1, mientras que en los tratados con Poly I:C no hubo

diferencia (Fig. 11A y B). Esto se demuestra en el indice de preferencia, donde las hembras
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sometidas a inflamacion materna presentan en promedio un indice de preferencia de

4.78+6.09, el cual indica que no hay tendencia alguna hacia preferir la interaccién con

ningun ratén, incluso, el indice negativo presentado por los machos (-7.8118.01) sefala una

tendencia hacia la interaccion con el raton conocido, evitando olfatear al nuevo individuo

(Fig. 11C). Adicionalmente, en ambos sexos de ratones tratados con Poly I:C, el tiempo de

interaccion con el R2 fue significativamente menor en comparacion con los tratados con

vehiculo, nuevamente la mayor diferencia se observo en las hembras (Fig. 11A).
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Figura 11. Prueba de novedad social: Tiempo de interaccion del ratdn experimental (A: hembras;
B: machos) con el ratén conocido (R1) o con el ratén desconocido (R2). C: indice de novedad social
para ambos sexos y tratamientos. Hembras vehiculo n=15, hembras Poly I:C n=16, machos vehiculo
n=20, machos Poly |:C n=17. Promedio + EE, ANOVA de una via (A 'y B) ***P<0.001, *P<0.05. T-test

(C) *P<0.05.
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5.2.4 Ansiedad y capacidad exploratoria

En la prueba de campo abierto se coloca al raton experimental en una caja mas amplia de lo
normal, donde el individuo debe decidir si mantener un comportamiento pasivo (tipo
ansiedad) y retraerse en las paredes de la arena u olfatear la zona central de la misma en
funcién de su capacidad exploratoria, capacidad motora y nivel de ansiedad basal.
No se observd déficit motor, la distancia recorrida durante toda la prueba, asi como la
velocidad promedio, fueron muy similares y no mostraron diferencias significativas para
ambos tratamientos y sexos (Fig. 12A y B). Estas observaciones indican que los resultados
obtenidos en las pruebas de sociabilidad/comportamiento no derivan de algun problema
motor y reflejan el instinto del ratdén hacia interactuar con alguno de los objetos sin algin
impedimento fisico.

En cuanto al comportamiento, las hembras de ambos tratamientos respondieron de
forma similar, la mayor parte del tiempo de la prueba se mantuvieron explorando la zona
externa de la arena y el tiempo de exploracion dedicado a la zona interna y al centro de la
misma fue practicamente igual, demostrando que en hembras la AIM no tiene un efecto en
cuanto a sintomas de ansiedad o de exploracion (Fig. 12C). Por el contrario, los machos
presentaron las mayores diferencias en cuanto al comportamiento dentro del campo abierto.
A diferencia de las hembras, los machos sometidos a inflamacidn materna evitaron entrar
en las zonas mas expuestas del campo, se mantuvieron durante mas tiempo en la periferia y
el tiempo dedicado a la interaccion dentro de las areas abiertas fue significativamente
menor en comparacion con los controles (Fig. 12D). Ademdas de la disminucion en la
capacidad exploratoria, en estos ratones se determind una conducta ansiosa durante esta

prueba: Los ratones machos sometidos a AIM recorrieron una mayor distancia en la zona
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externa (lo cual correlaciona con el tiempo que se mantuvieron dentro de esta area);

ademas, al momento de cruzar por la zona interna de la arena lo hacian con una mayor

velocidad, sugiriendo que no se sentian seguros en las zonas mas expuestas del campo

abierto. Estas observaciones indican que la necesidad de estos ratones por recluirse en las

paredes del campo se encontraba aumentada, llevandolos a evitar interactuar con las zonas

abiertas, aparentemente menos seguras (Fig. 12F y H). En que un ratén se recluya durante

demasiado tiempo en las paredes y evite explorar el centro del campo abierto ha sido

establecido como indicador de ansiedad en roedores (Seibenhener & Wooten, 2015).
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Figura 12. Prueba de campo abierto: A: Distancia total recorrida por los ratones en el campo
abierto. B: Velocidad promedio con la que realizaron el recorrido. Tiempo que cada ratédn hembra
(C) y macho (D) se mantuvo en cada una de las tres zonas (el tiempo en el centro no es excluido del
tiempo en la zona interna). Distancia total recorrida en las zonas interna y externa para hembras
(E) y machos (F). Velocidad promedio con la que recorrieron las zonas interna y externa, hembras
(G), machos (H). Hembras vehiculo n=17, hembras Poly |:C n=16, machos vehiculo n=21, machos
Poly I:C n=17. Promedio # EE, T-test: **P<0.01, *P<0.05.
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5.3 Neurotransmisores

5.3.1 Seiializacion dopaminérgica

5.3.1.1 Dopamina cortical
Se determin6 la concentracion de dopamina y dos de sus principales metabolitos de
desecho: 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), un intermediario que se forma tras la accién
de la Monoamina Oxidasa (MAO), y acido homovanilico (HVA), el producto final de
desecho, en distintas zonas del cerebro: corteza, estriado, hipocampo e hipotalamo.

Destaco la diferencia que existid en la concentracion de cada neurotransmisor con
respecto al sexo y la distinta afecciébn que caus6 el tratamiento con Poly I:C, esto se
esperaba de cierta forma por las diferencias observadas en el desempefio de las diferentes
pruebas conductuales, asi como por las diferencias intrinsecas de cada sexo como la
produccion y liberacién hormonal.

En la corteza de las hembras sometidas a AIM se puede observar una alteracion en
el metabolismo de dopamina confirmado por las bajas concentraciones de HVA, el
producto final de desecho (Fig. 13A). Debido a que los niveles de dopamina son similares,
es probable que la dopamina se degrade mas lentamente y se mantenga activa durante mas
tiempo, ya que por alguna razén no se estd eliminando a un ritmo normal como el caso de
los controles, tal como se ha observado en estudios similares (Ozawa et al., 2006). A pesar
de que en los machos existe una tendencia similar, la falta en la deteccion de esta molécula
en un par de cerebros imposibilita aseverar si este efecto también se presentd en estos
ratones (Fig. 13B). Se determin6 también la expresion de Tirosina Hidroxilasa (TH) en esta
zona del cerebro (Fig. 13C). Aunque se observo en cantidades similares en todos los

grupos, los niveles de proteina activa no fueron determinados, por lo que no se puede
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descartar una alteracion en la produccion de DA debido a actividad diferencial en su enzima

limitante.
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Figura 13. Dopamina y sus metabolitos en corteza: Concentracidon de dopamina, DOPAC y HVA en

microgramos por gramo de tejido de corteza de hembras (A) y machos (B). C: Expresion relativa de

TH normalizada a la expresidon de actina en hembras (Hem) y machos (Mac). Vehiculo (V) machos

n=5; Vehiculo hembras n=4; Poly I:C (I:C) machos n=4; Poly I:C hembras n=4. PCR n=3. Promedio +
EE. Ay B: Porcentajes comparados con respecto al control. T-test: ***P<0.001.

Al hacer analisis de regresion lineal, la baja en la concentracion de HVA cortical
correlaciona directamente con un tiempo de interaccion menor en la prueba de tres camaras,
tanto en la interaccion con el ratdon bajo la jaula (interaccion R1) como el tiempo total en

que el raton olfate6 ambos objetos (tiempo de interaccion) (Fig. 14). Esta situacion se
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cumple para ambos sexos y sugiere que una actividad dopaminérgica prolongada en la
corteza influye negativamente en la sociabilidad de los individuos sometidos a inflamacion

materna, asi como en su capacidad exploratoria hacia un objeto nuevo.
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Figura 14. Correlacion HVA-sociabilidad: Relacion entre la concentracién de HVA cortical con el
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tres cdmaras. Se muestra también la correlacién con el tiempo total de interaccién con ambos
objetos (jaula ocupada y vacia) para hembras (C) y machos (D) de ambos tratamientos.

Ademas de la sociabilidad, la actividad dopaminérgica también se vio involucrada
en la respuesta a un estimulo placentero como lo es el de la sacarosa. Esto era de esperarse
debido a la participacioén que tiene la DA en los circuitos de recompensa del cerebro, en los

cuales justamente estd involucrada la corteza prefrontal (Ddlen, 2015). Tras el mismo

analisis de regresion lineal, se halld una correlacion negativa entre la concentracion de DA
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y el consumo total de sacarosa en la prueba de anhedonia (Fig. 15B). El efecto fue
exclusivo en machos (Fig. 15A), sin embargo, hay que recordar que sélo los animales de
este sexo tratados con Poly I:C mostraron una preferencia disminuida por esta sustancia
(Fig. 9B). De manera interesante, al intentar correlacionar el indice de preferencia a
sacarosa con la cantidad de HVA cortical, se observa una clara correlacion negativa en las
hembras (Fig. 15C), recordando que en ellas fue donde no existieron diferencias

significativas entre tratamientos, no asi el caso de los machos (Fig. 15D).
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5.3.1.2 Dopamina estriatal
De manera similar a la corteza, el estriado mostrd diferencias en la concentracion de DA
dependiendo del sexo y tratamiento de los animales. El efecto méas draméatico se observa en
la disminucién en la cantidad de DA en hembras tratadas con AIM en comparacion con las
hembras control (Fig. 16A). Debido a que los metabolitos de desecho se detectaron en
niveles similares en ambos tratamientos, es muy probable que la baja cantidad de DA
estriatal en hembras sometidas a AIM sea debido a una disminucion en la produccion de la
misma, lo cual llevaria a una menor sefializacion en esta zona del cerebro.

En los machos se presentd una tendencia contraria, donde los expuestos a
inflamacién materna tienden a mostrar una mayor concentracion de DA en comparacion
con los controles (Fig. 16B). Los metabolitos de desecho DOPAC y HVA tuvieron
concentraciones similares en ambos tratamientos. Al observar los niveles de expresion de
TH en el estriado, no se encontraron diferencias claras entre tratamientos, solamente una
tendencia en que la expresidon en machos es menor con respecto a las hembras
independiente de la condicion gestacional (Fig. 16C). Sin embargo, es prudente recordar
que, ademés de que solo se determind la expresion de TH en pocos animales (n=3), la
actividad de una proteina no siempre estd directamente relacionada con la expresion de su
mensajero, por lo que no se descarta algun déficit en la produccion de DA causado por
alteracion en la actividad de TH.

Adicionalmente, se encontrd una correlacion negativa entre la concentracion de DA
estriatal en machos y el indice de preferencia de la prueba de sociabilidad, en donde este
aparente aumento en los niveles de DA en machos tratados con Poly I:C los llevaria a

decidir no interactuar en dicha prueba (Fig. 17B). Esta relacion no se observd en las
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hembras (Fig. 17A), sin embargo, en este sexo el cambio en el metabolismo dopaminérgico
tiende mas a comprometer una conducta de recompensa que un comportamiento social, esto
se debe a la fuerte correlacion negativa que existe con la concentracion de DOPAC en el
estriado y el consumo de sacarosa, donde un metabolismo de DA mas acelerado llevaria a
una respuesta indiferente ante un estimulo placentero, situacién que no ocurrié con los

machos (Fig. 17C y D).

>
3
us)

6 I / 94
= W.U = . -Vehicglo
o B 100 [CJPoly I:C
= =
44 6
£ ‘ 4%8 £ %5
o 1129 -5 149.9
" . 100 A n v
e 3 g WA
24 3
§ 100 108.8 a} E 0 s Ly —E
=] — o L) o
S o "W & 3 =
A 4 » L
u ) ¥ ) ) L) L) u ) ¥ ¥ ) T L)
& A\ o & i\
d@tr& odz?g * lﬁ@'& éﬁ?g ®
C Q Q
1.2+
0.94
5 HemV  Hem :C MacV Mac I:C
=
< 0.64
=
0.34
0.0
2o L 2o R
& 3 & 3
4& Q& 4&(\ Q&
Hembras Machos

Figura 16. Dopamina y sus metabolitos en estriado: Concentracién de dopamina, DOPAC y HVA en
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respecto al control. T-test: ***P<0.001.
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5.3.1.3 Dopamina hipocampal

El hipocampo de las hembras sometidas a AIM no mostrd ninguna diferencia en cuanto al

metabolismo de dopamina, aunque probablemente éste sea mas lento debido a la tendencia

en la disminucién de HVA en ratonas tratadas con Poly I:C (Fig. 18A). En este caso los

machos mostraron la mayor diferencia: aquellos bajo el paradigma de inflamacion materna

mostraron muy altas concentraciones de HVA al compararlos con los controles y nula

presencia de dopamina, lo que claramente indica que este neurotransmisor se esta
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degradando demasiado rapido y probablemente tenga muy poca biodisponibilidad y
sefalizacion, por su corta vida media de 2 minutos (Pubchem) (Fig. 18B), sin embargo, no
se descarta algun fallo en la deteccion de DA en estas muestras. En este caso no fue posible
determinar la expresion de TH en ninguno de los sexos o tratamientos, probablemente por
la poca produccion dopaminérgica en el hipocampo, el cual suele solamente recibir pulsos
de dopamina de regiones aledanas, como la corteza.
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Figura 18. Dopamina y sus metabolitos en hipocampo: Concentracidon de dopamina, DOPAC y HVA
en microgramos por gramo de tejido de hipocampo de hembras (A) y machos (B). Vehiculo machos
n=5; Vehiculo hembras n=4; Poly I:C machos n=4; Poly |:C hembras n=4. Promedio + EE.
Porcentajes comparados con respecto al control. T-test: ***P<0.001.

De modo interesante, estas concentraciones de HVA hipocampal en machos
correlacionan fuertemente con su desempeiio observado en la prueba de campo abierto,
donde los mayores niveles de este metabolito corresponden a un menor tiempo de
exploracion en la zona interna del campo y un mayor interés por mantenerse en la zona
externa (Fig. 19B y D), recordando el aumento del 350% en aquellos expuestos a AIM (Fig.
18B). Curiosamente, en las hembras parece existir la misma correlacion entre HVA y

tiempo de exploracion en cada zona del campo abierto a pesar de que en el hipocampo no
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hubo diferencias entre tratamientos en cuanto a la concentracion de este metabolito y
tampoco hubo diferencias significativas en la prueba de campo abierto (Fig, 19Ay C).
Ademas del desempeiio en el campo abierto, la concentracion de HVA en el
hipocampo, se encuentra positivamente asociado a la conducta social de las hembras, ya
que bajos niveles de este acido correspondieron a un menor tiempo de interaccion social y
total en la prueba de tres cdmaras, donde las hembras tratadas con Poly I:C mostraron la
menor sociabilidad y tendencia a menores concentraciones de HVA (Fig. 19E y G). A pesar
de que en los machos existieron las mayores diferencias en cuanto al HVA hipocampal
entre tratamientos, no hubo una correlacion clara con su desempefio en las pruebas de

sociabilidad (Fig. 19F y H).
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Figura 19. Correlacién dopamina hipocampal-comportamiento: Relacion entre la concentracién
de HVA en el hipocampo con la exploracién de las distintas zonas del campo abierto en hembras
(A, C) y machos (B, D). Se muestra también la relacién con el tiempo de interacciéon con un ratén
desconocido y el tiempo total de interaccién con ambos objetos (jaula ocupada y vacia) para
hembras (E, G) y machos (F, H) de ambos tratamientos en la prueba de tres cdmaras.

5.3.1.4 Dopamina hipotalamica
Si bien la dopamina no juega un rol protagénico en la funcion hipotaldmica, se considero
interesante determinar si la AIM podria afectar su sefializacion en este 6rgano del SNC. En
las hembras los resultados entre tratamientos fueron muy similares para todas las moléculas
determinadas (Fig. 20A). En los machos se observa un efecto similar, aunque resalta la
ausencia en la deteccion de DOPAC en ratones sometidos a AIM, lo que probablemente

indique una rapida eliminacion de dopamina, la cual se degrada y se desecha de forma mas
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veloz tal vez por el aumento en la actividad de la enzima Catecol-orto-metiltransferasa

(COMT), enzima encargada de convertir DOPAC en HVA (Fig. 20B).
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Figura 20. Dopamina y sus metabolitos en hipotalamo: Concentracién de dopamina, DOPAC y HVA
en microgramos por gramo de tejido de hipotalamo de hembras (A) y machos (B). C: Expresion
relativa de TH normalizada a la expresion de actina. Vehiculo machos n=5; Vehiculo hembras n=4;
Poly I:C machos n=4; Poly |:C hembras n=4. PCR n=3. Promedio * EE. A y B: Porcentajes
comparados con respecto al control. T-test: *P<0.01.

Curiosamente, en el hipotalamo si se aprecian diferencias en la expresion de TH,

donde bajo el tratamiento con Poly I:C se observa una mayor expresion en el mensajero de

esta enzima en el caso de hembras en comparacion con las tratadas con vehiculo (Fig. 20C).
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Dado que la concentraciéon de dopamina hipotalamica es similar en todos los casos, es
probable que nuevamente haya mds mecanismos que participen en la produccion de
dopamina ademas de solo la expresion del mARN de TH.

Debido a la similitud en el metabolismo de dopamina hipotaldmica en ambos
tratamientos, no se encontr6 alguna correlacion con el comportamiento de los individuos en
las diversas pruebas realizadas. Nuevamente, esto es probable porque la dopamina no juega
un papel central en la funcién del hipotdlamo, probablemente sea en la produccion y

senalizacion de neuropéptidos donde existan las mayores diferencias.

5.3.2 Seiializacion noradrenérgica

5.3.2.1 Noradrenalina en hembras
La dopamina ademés de degradarse en DOPAC y HVA puede ser utilizada para sintetizar
noradrenalina (NA) por medio de la dopamina-B-hidroxilasa en neuronas noradrenérgicas.
Se decidid determinar la concentracion de NA en las mismas cuatro zonas del cerebro:
corteza, estriado, hipocampo e hipotalamo, tanto en hembras y como en machos (Fig. 21 y
22). En el estriado de hembras tratadas con Poly I:C se encontré un aumento significativo
del 44% en la cantidad de NA con respecto al control (Fig. 21A). En hipocampo e
hipotalamo se puede notar una tendencia similar a que este neurotransmisor se encuentre
elevado en ratonas sometidas a AIM en comparacion con las tratadas con vehiculo. En el
caos de la corteza los resultados fueron similares entre tratamientos para el caso de
hembras. Es probable que la disminucion en la cantidad de dopamina estriatal en hembras
expuestas a inflamacion materna (Fig. 16A) sea debido a que una parte de esta dopamina se

esté destinando para la sintesis de noradrenalina.
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Figura 21. Noradrenalina en distintas zonas del cerebro: Concentracién de noradrenalina en
miligramos por gramo de tejido de cerebro de hembras (A) y machos (B). Vehiculo machos n=5;
Vehiculo hembras n=4; Poly I:C machos n=4; Poly |:C hembras n=4. Promedio + EE. Porcentajes

comparados con respecto al control. T-test: *P<0.05

En cuanto al comportamiento, las concentraciones de NA en el estriado mostraron
una correlacion negativa con respecto al tiempo de interaccidn durante la prueba de
sociabilidad, en donde las hembras tratadas con Poly I:C mostraron la mayor afeccién con
una respuesta antisocial en comparacion con las tratadas con vehiculo (Fig. 22A).

De forma interesante, también resulté una significativa correlacion negativa entre
los niveles de NA estriatal con el indice de preferencia a sacarosa (Fig. 22C), en donde a
pesar de que no hubo afeccion aparente en las hembras, parece existir una influencia de este
neurotransmisor en la respuesta a un estimulo placentero, si bien no se descarta el hecho de

que sea una correlacion por coincidencia.

5.3.2.2 Noradrenalina en machos
De manera similar a las hembras, la corteza de los machos tratados con vehiculo y Poly I:C

mostro niveles similares de NA, al igual que en el hipotadlamo. Es de llamar la atencién que
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en el hipocampo practicamente no se detecto NA en los ratones control, contrario a los
tratados con Poly I:C donde todos mostraron una concentracion similar de la misma
molécula, probablemente por una mayor presencia de NA a causa del tratamiento materno o
simplemente por algun artefacto técnico (Fig. 21B).

En cuanto a la correlacion con las pruebas conductuales, aparentemente la NA no
juega un papel primordial en la afectacion en el comportamiento de los machos provocada
por AIM. Contrario a las hembras, no existi6 relaciéon alguna con las pruebas de

sociabilidad, anhedonia e incluso campo abierto (Fig. 22B y D).
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Figura 22. Correlacién noradrenalina estriatal-preferencia: Relacion entre la concentracién de
noradrenalina en el estriado con el tiempo total de interaccion en hembras (A) y machos (B)
durante la prueba de tres cdmaras. Se muestra también la correlacion con el indice de preferencia
a sacarosa para hembras (C) y machos (D) de ambos tratamientos en la prueba de anhedonia.
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5.3.3 Seiializacion serotoninérgica

5.3.3.1 Serotonina cortical
En la corteza de ambos sexos se observaron relativamente bajas concentraciones de
serotonina y su producto de desecho 5-HIAA, siendo mayor la concentracion del primero
(Fig. 23A). A pesar de que aparentemente la inflamacién materna no tuvo un efecto en la
cantidad de serotonina en la corteza, es claro que en los machos hay una tendencia hacia un
aumento del 80% en la cantidad de 5-HIAA en esta zona, lo cual, al igual que con la
dopamina, indica un rapido metabolismo y degradacion de serotonina. La principal enzima
para llevar a cabo este proceso es la monoamino oxidasa A (MAOA) (Cakir, 2017).

De manera analoga al andlisis de dopamina, se determind la expresion del mARN
de la enzima limitante en la produccion de serotonina cerebral: la Triptéfano hidroxilasa 2
(TPH2). Si bien las diferencias no son estadisticamente significativas, se observa una
tendencia hacia una disminucion en la expresion de este gen en los machos sometidos a
inflamacién materna en comparacion con los controles (Fig. 23C). Adicionalmente, se
puede notar una expresion menor de TPH2 cortical en el caso de machos en comparacion
con las hembras independientemente del tratamiento, lo cual sugiere que el comportamiento
y expresion de neurotransmisores es diferente dependiendo del sexo de los animales,
debiendo ser considerado en futuros experimentos. De manera similar a la corteza, no se
encontraron diferencias notorias en la concentracion de serotonina o 5-HIAA en las demads
zonas del cerebro analizadas; tampoco se observoé una clara correlacion entre estas

moléculas y las distintas pruebas sociales en respuesta a la activacién inmune materna.
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Figura 23. Serotonina y 5-HIAA en corteza y estriado: Concentracion de serotonina y 5-HIAA en
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machos n=5; Vehiculo hembras n=4; Poly I:C machos n=4; Poly I:C hembras n=4. PCR n=3.
Promedio + EE. Ay B: Porcentajes comparados con respecto al control. T-test.



5.3.3.2 Serotonina estriatal
De manera interesante, se observd que la administracion de Poly I:C en etapa gestacional
produjo una fuerte tendencia a disminuir los niveles de serotonina y de 5-HIAA en el
estriado de ambos sexos al compararlos con los administrados con vehiculo (Fig. 23B). Sin
embargo, la diferencia fue mas drastica en el estriado de ratones macho: una reduccion del
30 al 40% comparada con una disminucion del 13-28% para las hembras con respecto a los
animales control. Contrario a esto, la expresion relativa de TPH2 parece verse aumentada
bajo el paradigma de AIM, en el caso de hembras. Si bien puede parecer un resultado
opuesto a la concentracion de serotonina determinada por HPLC, hay que recordar que la
mayor cantidad de serotonina que sefaliza en el estriado es producida en el cerebro medio,
ademads, mucha de la serotonina producida en esta zona puede sefalizar en regiones mas
alejadas, por lo que es muy probable que no toda la serotonina que se encontrd en el
estriado de estos ratones haya sido producida ahi mismo.

Estos resultados empatan con las correlaciones de serotonina estriatal y el
desempefio en la prueba de campo abierto. Dado que en las hembras no hubo diferencias en
el comportamiento y la diferencia en los niveles de serotonina fue menor, no se encontrd
alguna correlacion clara en este par de resultados (Fig. 24A y C). Por otra parte, en los
machos, donde la inflamacion materna tuvo como consecuencia un recorrido prolongado en
la zona segura del campo y un reducido tiempo de exploracion en la zona abierta, hubo una
correlacion opuesta de cada pardmetro con la concentracion de serotonina estriatal, es decir,
a menor concentracion de serotonina (el caso del tratamiento con Poly I:C) los individuos
pasaron menos tiempo explorando la zona interna y mas tiempo explorando la zona externa

(Fig. 24B y D).
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Figura 24. Correlacion serotonina estriatal-ansiedad y exploracion: Relacion entre la
concentracion de serotonina (5-HT) en el estriado con la exploracidn de las distintas zonas del
campo abierto en hembras (A, C) y machos (B, D).

5.3.3.3 Serotonina hipocampal
A pesar de que no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos para la
serotonina hipocampal, de manera interesante se puede observar que la concentracion de 5-
HIAA es igual o mayor que la de serotonina, indicando un recambio de serotonina mas
acelerado en comparacion con lo observado en corteza o estriado. Ademas, los machos
sometidos a AIM tienden a presentar concentraciones mayores de ambas moléculas con

respecto a las hembras sometidas al mismo tratamiento (Fig. 25A).
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En cuanto al comportamiento, la via serotoninérgica se observé involucrada con la
respuesta de los ratones ante estimulos placenteros (Fig. 25B y C). Se observo una
correlacién negativa entre la concentracion de 5-HIAA hipocampal con el indice de
preferencia a sacarosa. Aparentemente, mayores niveles de este producto de desecho (5-
HIAA) y por tanto, un mayor metabolismo de serotonina, podrian conllevar a una menor

preferencia hacia un estimulo placentero en el caso de machos.
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Figura 25. Serotonina hipocampal y correlacion con anhedonia: A: Concentracion de serotonina y
5-HIAA en microgramos por gramo de tejido de hipocampo. Relacién entre la concentracion de 5-
HIAA en el hipocampo con el indice de preferencia a sacarosa en hembras (B) y machos (C).
Vehiculo machos n=5; Vehiculo hembras n=4; Poly I:C machos n=4; Poly I:C hembras n=4. Promedio
* EE. A: Porcentajes comparados con respecto al control, T-test: P>0.05.
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5.3.3.4. Serotonina hipotalamica
La mayor velocidad de recambio de serotonina fue observada en el hipotalamo, ya que,
tanto en hembras como en machos control, la concentracion de serotonina fue menor que la
de su producto de desecho, resaltando las diferencias en el metabolismo de los
neurotransmisores entre regiones del cerebro (Fig. 26A). En hembras sometidas a AIM se
observo una tendencia hacia una elevada concentracion de 5-HT con respecto al control en
el hipotalamo. En los machos se mostr6 una tendencia hacia una reduccién en la cantidad
del producto de desecho de serotonina en comparacion con los tratados con vehiculo.

La serotonina hipotaldmica tuvo relacion con el desempefio de los ratones en la
prueba de campo abierto de manera contrastante. Aun cuando no existieron diferencias
significativas entre tratamientos, se encontrd6 una clara correlacion negativa entre los
niveles de serotonina y tiempo de exploracién en la zona interna de la arena; por el
contrario, se observd una correlacion positiva entre los niveles de serotonina y el tiempo de
exploracion de la zona externa en el caso de machos (Fig. 26C y E). A pesar de que en las
hembras tampoco hubo una diferencia importante en los niveles de serotonina en respuesta
a AIM, si se observo una leve relacion contraria al caso de los machos. Aparentemente, una
alta concentracion de serotonina indicaria una mayor exploracion en la zona interna y una
menor en la externa (Fig. 26B y D). En la prueba de campo abierto las hembras no
mostraron diferencias en su comportamiento a consecuencia del tratamiento. Por lo tanto,
es probable que la serotonina esté involucrada en un circuito que de alguna forma proteja a
las hembras mediante un aumento en la sefializacion serotoninérgica en el hipotdlamo al

menos (Fig. 26B y D).
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Figura 26. Serotonina hipotalamica y correlacion con ansiedad y exploracién: A: Concentracién de
serotonina y 5-HIAA en microgramos por gramo de tejido de hipotdlamo. Relacion entre la
concentracion de 5-HT en el hipotalamo con la exploracidn de las distintas zonas del campo abierto
en hembras (B, D) y machos (C, E). Vehiculo machos n=5; Vehiculo hembras n=4; Poly I:C machos
n=4; Poly I:C hembras n=4. Promedio * EE. A: Porcentajes comparados con respecto al control, T-
test.
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5.3.4 Seializacion por aminoacidos

5.3.4.1 Aminoacidos en corteza
Se determinaron las concentraciones de dos aminodcidos excitatorios (aspartato y
glutamato), el principal neurotransmisor inhibitorio GABA, y glutamina, un intermediario y
precursor en la formacion de glutamato y GABA. En la corteza de ratones hembra no
existieron diferencias resaltables en cuanto al tratamiento con vehiculo o con Poly I:C
gestacional (Fig. 27A). Si bien en los machos también se obtuvieron resultados similares, se
puede observar una ligera tendencia hacia la disminucion de aspartato y glutamato cortical
en los animales expuestos a AIM (Fig. 27B).

No se encontraron correlaciones entre la concentracion de alguno de los
aminoacidos y las distintas pruebas conductuales en ambos sexos. Esto es probablemente

consecuencia de la similitud en los resultados de ambos tratamientos y sexos.
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Figura 27. Aminoacidos en corteza: Concentracion de aspartato, glutamato, glicina y GABA en

miligramos por gramo de tejido de corteza en hembras (A) y machos (B). Vehiculo machos n=5;

Vehiculo hembras n=4; Poly I:C machos n=4; Poly |:C hembras n=4. Promedio + EE. Porcentajes
comparados con respecto al control. T-test.
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5.3.4.2 Aminoacidos en hipocampo
Ademas de los aminoacidos mencionados anteriormente, en hipocampo se determinaron
también los niveles de taurina, un aminodcido aparentemente inhibitorio involucrado en la
modulacion de comportamientos tipo ansiedad (Bureau y Olsen, 1991, Kong et al., 2006).
Este aminodacido tendi6 a disminuir en el hipocampo de hembras tratadas con Poly I:C y no
mostrd ningin cambio en los machos a causa del tratamiento materno (Fig. 28).

A diferencia de la corteza, las concentraciones de glutamato y GABA fueron mucho
mayores en esta zona del cerebro al tiempo que aspartato y glutamina mantenian cantidades
similares, de hecho, mientras que en corteza la relacion GABA/glutamato fue menor a 1, en
el hipocampo GABA mantuvo niveles mayores con respecto al glutamato, resaltando el
caracter inhibitorio de esta region del cerebro.

En hembras es donde se encontraron las diferencias més notorias, pues en aquellas
expuestas a inflamacién materna las concentraciones de aspartato y glutamato fueron
menores, alrededor del 40% con respecto a los controles (Fig. 28A). Con respecto a los
niveles de glutamina y taurina, estos presentaron una reduccion del 26%, si bien esta no fue
significativa. Dado que los niveles de GABA fueron practicamente los mismos para ambos
tratamientos, se pudo determinar que el efecto de la AIM en el hipocampo se centra a nivel
de sefiales excitatorias y no en inhibitorias, al menos para el sexo femenino.

En los machos el efecto sobre los aminoacidos excitatorios fue similar, ain cuando
la disminucion de aspartato solo fue del 22%, en glutamato esta disminucion fue de hasta
un 36%, esto apoya ain mas el impacto de la inflamacién materna sobre las sefales
excitatorias de la descendencia adulta (Fig. 28B). En contraste con las hembras, la

concentracion de taurina y glutamina fue muy similar en ambos tratamientos, mientras que
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no se pudo determinar claramente una diferencia en los niveles de GABA hipocampal,
debido a la dispersion de los datos de los animales tratados con Poly I:C, probablemente

debido a fallas técnicas en la deteccidon de este aminoacido.
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Figura 28. Aminoacidos en hipocampo: Concentracion de aspartato, glutamato, glicina, taurina 'y
GABA en miligramos por gramo de tejido de hipocampo en hembras (A) y machos (B). Vehiculo
machos n=5; Vehiculo hembras n=4; Poly I:C machos n=4; Poly I:C hembras n=4. Promedio # EE.

Porcentajes comparados con respecto al control. T-test.

Se relaciono la concentracién de glutamato con el desempefio de los ratones en la
prueba de sociabilidad y se observo una correlacion positiva entre los niveles de glutamato
con el tiempo de interaccion con el ratén desconocido y el tiempo de exploracion total
durante toda la prueba (Fig. 29). Es en machos donde la correlacion fue clara y
estadisticamente significativa, aunque en las hembras no se puede apreciar alguna tendencia
o correlacion clara. A pesar de que no se encontrd una relaciéon parecida en cuanto al
aspartato hipocampal, es probable que el efecto sea similar debido a que ambos cumplen
con funciones relacionadas dentro del SNC, si bien cabe aclarar que la sefializacion por

glutamato es por mucho la dominante independientemente de la zona cerebral que se esté

analizando (Herring et al., 2015).
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Figura 29. Correlacién de aminodacidos hipocampales-sociabilidad: Relacién de la concentracion
de glutamato hipocampal con el tiempo de interaccidn con un ratén desconocido y el tiempo total
de interacciéon con ambos objetos (jaula ocupada y vacia) para hembras (A, C) y machos (B, D) de
ambos tratamientos en la prueba de tres cdmaras.

5.4 Perfil inflamatorio

5.4.1 Inflamacion periférica
Finalmente, se determinaron las concentraciones de tres de las principales citocinas pro-
inflamatorias cuya elevada concentracion en diversas situaciones (sobretodo durante una
infeccion) suele indicar un estado pro-inflamatorio sistémico cuando son determinadas en
suero sanguineo: interleucina 18 (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis

tumoral (TNF), todas ellas por el método de ELISA.
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Para evaluar el estado inflamatorio general se midieron las concentraciones de estas
citocinas en el suero sanguineo de hembras y machos adultos tratados con vehiculo o Poly
I:C. Como se puede observar en la figura 30, ninguna citocina se mostr6 elevada a causa
del tratamiento con Poly I:C gestacional, incluso, los niveles de TNF en hembras y de IL-6
en machos tienden a disminuir en los animales sometidos a AIM (Fig. 30 Ay C). Para IL-
1B el resultado fue similar entre sexos y tratamiento (Fig. 30B), sin embargo, es de destacar
que independientemente de la condicidon gestacional, la concentracion de estas citocinas
varia entre sexos al igual que los neurotransmisores y sus enzimas limitantes. Un ejemplo
muy claro es el caso de TNF, cuya expresion es mayor en hembras control. Por otro lado,
IL-1B mostré una concentracion mayor en machos, independientemente del tratamiento.

Curiosamente IL-6 se muestra disminuida en machos tratados con Poly I:C
gestacional en la progenie adulta en comparacion con los tratados con vehiculo. De manera
interesante, la mayor concentracion de IL-6 en sangre correspondid al mayor tiempo de
interaccion con un raton desconocido en la prueba de sociabilidad también en machos (Fig.
31D), esto demuestra que asi como la sobre produccién de esta citocina puede ser
detrimental para el organismo, su déficit también puede estar relacionado con
comportamientos antisociales como consecuencia de una inflamacion materna durante el

desarrollo. Esta situacion no se cumplio para el caso de hembras.

5.4.2 Inflamacion central
Dado que no se observaron grandes cambios en el perfil inflamatorio sistémico, se decidid
evaluar solamente un marcador general de inflamacion en el SNC. Para este fin se

determino la concentracion de TNF en la corteza de los ratones por el método de ELISA.
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Figura 30. Perfil inflamatorio sistémico y cerebral: Concentracién de TNFa (A), IL-1 (B) e IL-6 (C)
en picogramos de proteina por mililitro de suero sanguineo de la descendencia. D: Concentracion
de TNF en picogramos por microgramo de proteina extraida en corteza de la descendencia.
Vehiculo machos n=8-6; Vehiculo hembras n=6-4; Poly I:C machos n=7-5; Poly I:C hembras n=9-5.
Promedio + EE. T-test.

Al igual que en la periferia, en los machos la expresion de esta citocina fue muy
similar y, de manera interesante, no hubo una variacion notable con respecto a las hembras
sin importar el tratamiento, a diferencia de lo observado en la periferia, de hecho, tampoco

hubo diferencias en la concentracion de TNF entre tratamientos en hembras (Fig 30D). Sin

embargo, cabe resaltar que al igual que con los niveles de IL-6 en suero, la concentracion
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de TNF a nivel central correlaciona fuertemente de manera positiva con el tiempo de
interaccion social en los ratones macho (Fig. 30B). A pesar de que en las hembras hubo
resultados similares entre tratamientos, es tinicamente en los machos donde se observa esta
correlacién, la cual habla de un papel benéfico en estas citocinas cuando sus

concentraciones son las adecuadas.
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Figura 31. Correlacidn entre citocinas pro-inflamatorias y sociabilidad: Relacion de la interaccién
con un ratén desconocido en la prueba de tres cdmaras con la concentracion de TNF en corteza (A
y B) e IL-6 en suero (Cy D), en hembras (A y C) y machos (B y D) de ambos tratamientos.

Finalmente, la Tabla 1 resume la relacion que hubo entre los distintos

comportamientos evaluados durante las pruebas conductuales y las diferencias en las

concentraciones de los neurotransmisores determinados con respecto al tratamiento,
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distinguiendo entre zonas cerebrales y sexo de los animales. Se resalta lo mencionado
anteriormente: hembras y machos mostraron diferentes afecciones en cuanto al
comportamiento a causa de la AIM, incluso, los neurotransmisores implicados y las areas
afectadas no siempre fueron las mismas, si bien en general la via mas involucrada fue la
dopaminérgica. Este enfoque nos permite estudiar de manera mas precisa y especifica el
origen y la neuroquimica de los trastornos mentales asociados a un fenémeno de
inflamacién materna y comportamientos tipo esquizofrenia y/o autismo.

Tabla 1. Los recuadros rojos indican correlaciones positivas y los azules negativas entre la
concentraciéon del neurotransmisor indicado y el comportamiento sefialado, las flechas sefialan el

aumento o disminucién a causa del tratamiento con Poly I:C al ser comparado con los controles. *
Tendencia, diferencia no significativa. ** Sin tendencia.

Hembras Machos

Ansiedad-capacidad

Comportamiento antisocial B
P exploratoria

Anhedonia Comportamiento antisocial
Estriado g g :

Ansiedad Corteza _
Hipotalamo  [INNSIHTRANN  Estiado  [INDASTAT
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VI. DISCUSION
El estado de salud mental estd determinado por multiples factores: sociales, ambientales,
bioldgicos y psicoldgicos; un adecuado estado de salud mental en la poblacion requiere de
acciones de salud publica. En este sentido, los impactos que la falta de vision integral del
ser humano han producido en las estrategias y politicas de accion, se pueden observar en la
incidencia de trastornos mentales, y también, en el grado de conocimiento y estudio que se
tiene en el entorno social y econdmico del pais (Becerra-Partida, 2014).

Desde el ambito de la investigacion, en los ultimos afos se ha establecido que una
inflamacion sistémica exacerbada durante el embarazo puede ser un importante factor de
riesgo para que la descendencia desarrolle algiin trastorno mental como esquizofrenia,
autismo, depresion mayor o trastorno bipolar en la vida adulta (Brown y Derkits, 2010; Lee
et al., 2015; Mazina et al., 2015; Jiang et al., 2016; al-Haddad et al., 2019). Para entender
el mecanismo mediante el cual la AIM irrumpe el correcto desarrollo del SNC causando
comportamientos alterados en la descendencia, diversos grupos de investigacion han
utilizado el modelo de inyeccion de Poly I:C en roedores gestantes para reproducir los
efectos que tendria una infeccion viral durante el embarazo medio, principalmente (Hsiao y
Patterson, 2012; Malkova et al. 2012; Meyer, 2014; Wu et al., 2017).

El presente trabajo tuvo como objetivo elucidar los efectos de la AIM sobre la
produccion de diversos neurotransmisores que participan en conductas humanas que
normalmente se ven alteradas en padecimientos como esquizofrenia o autismo, asi como su
relacién directa con dichos comportamientos distinguiendo entre machos y hembras y

evaluando algunos elementos del perfil inflamatorio periférico y central de ambos sexos.
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Practicamente todos los estudios sobre AIM con el modelo de Poly I:C se han
centrado en los cambios producidos dentro del SNC (Meyer, 2014, Knuesel et al., 2014). A
pesar de esto, es muy probable que existan afecciones periféricas en distintos 6rganos que
pueden o no relacionarse con las alteraciones en el comportamiento. En este sentido, no
observamos cambios en el peso de la descendencia bajo ninguno de los tratamientos
empleados en este estudio (Fig. 8C), sin embargo, al observar la ganancia de peso a través
de su crecimiento, fue muy notable que las hembras tratadas con Poly I:C mostraron un
aumento en la ganancia de peso de casi el doble en comparacioén con los controles, sobre
todo en las primeras semanas de vida (Fig. 8A). Ademas, en los machos se observo la
misma tendencia, lo que puede ser un indicio de posibles alteraciones metabolicas que atn
no han sido determinadas y que pueden ser consecuencia de diversos factores como fallas
en el metabolismo a nivel de 6rganos periféricos, a nivel central, en el hipotdlamo, e incluso
en un probable comportamiento compulsivo en el que la descendencia consuma mas
alimento del que hicieron los individuos control. Se sabe que factores como la dieta
materna pueden influir en el desarrollo de enfermedades como diabetes tipo 2 en la
descendencia con efectos que pueden perdurar hasta dos generaciones (Wei et al., 2015), e
incluso se ha relacionado a la microbiota y la dieta materna con la probabilidad de
desarrollar autismo en las crias una vez que llegan a la etapa adulta (Buffington et al.,
2016), por lo que no seria sorprendente observar este tipo de cambios bajo el paradigma de
infeccion viral materna.

En cuanto al comportamiento, desde un principio se planted la idea de trabajar con
hembras y machos, incluso al analizar los datos de comportamiento eran claras las

diferencias en las alteraciones inducidas por la inflamacién materna. En la prueba de
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anhedonia, los machos fueron los unicos que presentaron disminuciéon en el consumo de
sacarosa (Fig. 9), un estimulo normalmente placentero dado el sabor dulce del liquido. Esto
es interesante, ya que al relacionarlo con la concentracion de DA cortical, hubo una
correlacion negativa en cuanto al consumo de sacarosa y el contenido de DA en el caso de
machos, en las hembras se dio la misma correlacion pero con el indice de preferencia a
sacarosa (Fig. 15). Ademas de la corteza, bajas concentraciones de DA estriatal también
estuvieron relacionadas con una menor preferencia a sacarosa, al igual que un producto de
desecho (DOPAC, en este caso) con el consumo de sacarosa (Fig. 17), de hecho, es en el
estriado donde hay menor cantidad de dopamina para el caso de hembras tratadas con Poly
I:C con respecto a los controles, donde probablemente la sefalizacion en los circuitos
mesocorticales (via mesocorticolimbica) esté afectando la respuesta de los ratones hacia un
estimulo normalmente placentero. En los machos tratados con Poly I:C se observd una
tendencia hacia un incremento en la cantidad de DA (Fig. 16), sin embargo, al haber
también un incremento de casi el 50% en los niveles de HVA, es probable que el recambio
dopaminérgico se mantuviera al mismo ritmo que en los individuos control.

La dopamina participa en los circuitos de recompensa y placer en el cerebro
produciendo sensacion de gozo y refuerzo para motivar al individuo a realizar ciertas
actividades (Cakir, 2017), se relaciona con adiccidon a sustancias como cocaina y nicotina
donde las vias dopaminérgicas suelen verse afectadas por estas drogas (Qi et al., 2008). El
déficit dopaminérgico causado por AIM en nuestros ratones también se ve reflejado en el
aumento en la concentracion de sus metabolitos de desecho, el caso mas claro es el del
HVA hipocampal en machos (Fig. 18), el producto final en la degradaciéon de DA en el

cerebro, el cual también aumenta en el cerebro de pacientes con esquizofrenia y riesgo de
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psicosis (Howes et al., 2017). Si bien la excesiva produccion de DA se ha asociado a los
sintomas positivos de la esquizofrenia (como psicosis), su deficiencia también podria
asociarse a los sintomas negativos dependiendo del area del cerebro afectada, resaltando
que la anhedonia es uno de esos sintomas (Meyer, 2013). Si bien no podemos decir que
nuestros ratones presentan anhedonia estricta, es claro que su preferencia hacia la sacarosa
es menor en comparacion con los controles, lo que puede deberse a un déficit en el circuito
de recompensa del cerebro causado por los bajos niveles de dopamina en algunas regiones
como el estriado, asi como el probable aumento en su degradacion observado en las
elevadas concentraciones de HVA en otras como el hipocampo.

Una de las mayores afecciones de la AIM sobre el comportamiento de la
descendencia adulta es la sociabilidad (Smith et al., 2006). Los roedores son mamiferos
sociales que suelen comunicarse e interactuar constantemente entre ellos, por lo que es de
esperarse que en pruebas como el test de tres cdmaras, el individuo libre prefiera interactuar
con aquel que se encuentra dentro de una jaula que con otra jaula vacia, tal como sucede
con los ratones tratados con vehiculo de ambos sexos. En el caso del Poly I:C, la
descendencia de ambos sexos muestra un notable menor interés al momento de interactuar
con su conespecifico, incluso, cuando se le da la opcidon de interactuar entre un raton
conocido y otro desconocido, su tiempo de interaccion total es significativamente menor en
comparacion con los controles. Este tipo de comportamiento antisocial es caracteristico de
personas que padecen autismo y de modelos murinos para el estudio de comportamientos
autistas (Crawley, 2007; Silverman et al., 2010). Si bien por la complejidad que representa
esta enfermedad en los humanos es dificil decir que un ratén es autista, existe un claro

comportamiento de retraccion social en nuestros individuos sometidos a AIM.
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Ademas de degradarse en HVA, la dopamina también puede utilizarse para
sintetizar noradrenalina por medio de la enzima DBH (dopamina beta hidroxilasa) en
neuronas noradrenérgicas. En las hembras de la descendencia expuesta a AIM encontramos
niveles elevados de NA en el estriado y una correlacion negativa con el tiempo total de
exploracion en la prueba de tres camaras (Fig. 20 y 21). Recientemente, se ha sugerido un
papel para la NA en la etiologia de enfermedades como esquizofrenia, depresion y trastorno
bipolar, donde se ha observado un aumento en la actividad de este neurotransmisor en
pacientes con estas enfermedades (Fitzgerald, 2014). Esta establecido que la NA se libera
cuando existe estrés en humanos y roedores (Hajos-Korcsok et al., 2003), por lo que es
probable que el tratamiento con Poly I:C lleve a una alteracién tal, que la excesiva
produccion de esta catecolamina conduzca a un estado de estrés que afecte la capacidad
exploratoria y, en el caso de las pruebas de sociabilidad, el interés en la interaccion no sélo
con un conespecifico sino también con algun objeto novedoso. En condiciones Optimas, la
red neuronal de la corteza prefrontal se mantiene activa gracias a la sefializacion excitatoria
de los receptores NMDA y es modulada por la inhibicion proveniente de células
GABA¢érgicas, asi como por la participacion de receptores de dopamina (D1) y de
noradrenalina (alfa-2A) (Arnsten, 2011). En pacientes con esquizofrenia, ademas de la
disfuncion general en la actividad de los receptores de dopamina y glutamato, se ha
observado hipersensibilidad en receptores adrenérgicos (sobre todo los tipo alfa) que puede
conducir a una alterada sefializacion en la corteza prefrontal por medio de alta sefializacion
de canales HCN-cAMP, todo esto a causa de una exacerbada liberacién de noradrenalina
tras una exposicion a estrés psicoldgico, lo cual, se propone que a largo plazo puede causar

reduccién en tamafio y numero de espinas dendriticas en neuronas piramidales de la
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corteza, teniendo como consecuencia déficits cognitivos en estos pacientes, ademas de
potenciar los sintomas positivos de la enfermedad (Robbins, 2005; Arnsten, 2011; Kopp et
al., 2013; Fitzgerald, 2014). En este estudio no se indujo ningln tipo de estrés antes,
durante o después de las pruebas, pero es probable que esta condicion de alta noradrenalina
predisponga a los ratones afectados por AIM a presentar una respuesta elevada y de mayor
duracion al estrés, sobre todo al estrés psicologico (como restriccion de movimiento,
induccion de choques eléctricos, separacion materna, etc), tal como ocurre en personas con
ciertas afecciones psiquiatricas (Fitzgerald, 2014).

Uno de los neurotransmisores evaluados con un papel importante en aspectos de
interaccion social es la serotonina. Es un caso interesante, ya que no existieron diferencias
significativas entre nuestros tratamientos, solo algunas tendencias. Sin embargo, se ha
documentado que la serotonina tiene un papel clave en enfermedades como autismo, donde
va de la mano con un déficit en la sefializacion de oxitocina relacionado principalmente con
los comportamientos antisociales (Dolen, 2015). En la periferia de pacientes autistas se ha
reportado un aumento en la concentracion de serotonina, si bien nosotros sélo la
determinamos de manera central, también se ha detectado déficit en su sefalizacion y
produccion en el SNC de pacientes autistas (Muller et al., 2016). No descartamos que haya
una alteracion en la sefalizacion de serotonina en nuestros ratones sometidos a AIM, si bien
a niveles basales no hay diferencia, es probable que al evaluarlos inmediatamente después
de alguna prueba conductual (como el test de tres camaras) o tras la induccion de un estrés
psicologico, fisico o fisioldgico se logren observar diferencias claras entre tratamientos.

Una prueba clasica para determinar afecciones motoras y comportamientos ansiosos

en un mismo test es la prueba de campo abierto. En él, se puede determinar que los
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comportamientos mostrados por los ratones en pruebas que requieren que se desplacen de
un lado a otro (como el test de tres cdmaras) no son resultado de algin impedimento motor.
Dado que no hubo diferencias en los parametros de distancia recorrida y velocidad
promedio, podemos aseverar que la locomocion de todos los ratones no esta afectada por el
tratamiento, tanto para machos como para hembras (Fig. 11 Ay B).

De manera natural, los mamiferos pequefios suelen evitar los espacios abiertos e
iluminados, sin embargo, también tienden a mantener un perfil exploratorio constante. En
pruebas como el campo abierto donde el area es lo suficientemente grande para inducir al
individuo a explorar sin sentirse totalmente inseguro, se puede determinar un grado de
ansiedad excesiva en roedores cuando estos evitan explorar las areas abiertas (Seibenhener
y Wooten, 2015). A diferencia de las pruebas de sociabilidad, en este caso se encontrd
relacioén entre la concentracién de serotonina con la exploracion en la prueba de campo
abierto, donde el aumento de este neurotransmisor a nivel hipotaldmico (donde puede haber
mas relacion con la liberacion de oxitocina) inhibe la capacidad exploratoria y exacerba un
fenotipo ansioso (Fig. 26). En el caso del estriado, donde participaria junto con la dopamina
en los circuitos de recompensa, el efecto es contrario, el tratamiento con Poly I:C
desemboca en una tendencia a presentar menores niveles de serotonina en esta zona del
cerebro, conduciendo a una menor motivacion en los ratones por explorar la zona central
(como se explico para el caso de dopamina) y manteniéndolos mas tiempo en la periferia
del campo donde el animal se siente mas seguro (Fig. 24). Este tltimo punto puede estar
relacionado con la probable predisposicion de los ratones tratados con Poly I:C a responder
de manera exacerbada al estrés. Aun cuando la prueba de campo abierto no esta disefiada

para inducir estrés alguno, es probable que en individuos ansiosos (como los tratados con

85



Poly I:C) si se presente un estado de alto estrés durante la prueba, todo esto asociado con la
alta noradrenalina encontrada en el estriado.

Ademas de las hipotesis que involucran a las catecolaminas en enfermedades
psicoticas, también se ha reconocido que la alteracion en la sefializacion de DA se relaciona
directamente con una hipofuncion glutamatérgica, esto debido a que la activacion de los
receptores de DA tipo 2 (DRD2) causan una disminucion en la liberacion de glutamato,
sobre todo en el cerebro medio (Howes et al., 2017). Si bien no es significativo, existe una
muy fuerte tendencia a que los ratones tratados con Poly I[:C presenten menor
concentracion de glutamato hipocampal, sobretodo en hembras (Fig. 28), esto correlaciona
fuertemente con el desempefio de estos ratones en la prueba de sociabilidad, donde bajas
concentraciones de glutamato se relacionan con una menor interaccion tanto con un raton
desconocido como con un objeto novedoso (Fig. 29). Previamente se ha establecido que en
el circuito mesocortical la actividad de los receptores dopaminérgicos tanto DR1 como
DR2 en la corteza prefrontal controla la liberacion de glutamato en zonas del cerebro medio
como el area ventral tegmental (VTA) a través de controlar la actividad de interneuronas
GABA¢érgicas, resultando en una liberacion menor de DA por parte del niicleo accumbens
(NAc) hacia la corteza, recalcando que este circuito puede ir en sentido inverso (Harte y
O’Connor, 2004; Zuckerman y Weiner, 2005; Délen, 2015; Howes et al., 2017).

Es probable que la alteracion en la produccion y metabolismo de los
neurotransmisores evaluados se deba a una diferencia en la actividad de las enzimas
encargadas de su sintesis, transporte y degradacion, inclusive, ya se ha observado
anteriormente un aumento en la actividad de enzimas como TH tanto en pacientes autistas

como en modelos de AIM con Poly I:C (Toru et al., 1988, Meyer et al., 2008). Por esta
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razén se evalud la expresion de los genes de las enzimas limitantes en la produccion de
dopamina y serotonina: TH y TPH2, respectivamente, como una primera aproximacion para
explicar las diferencias en las concentraciones de estas catecolaminas. En el caso de
dopamina, solo se observé un incremento en la expresion de TH en el hipotdlamo (Fig. 20),
region donde las concentraciones de dopamina fueron similares entre tratamientos. Sin
embargo, es importante sefialar la diferencia en la expresion de este gen entre hembras y
machos. En estriado, por ejemplo, existe una mayor expresion de TH en hembras
independientemente del tratamiento (Fig. 16), por lo que es probable que la neuroquimica
cerebral sea lo suficientemente distinta entre sexos como para afectarse de forma desigual
por causas de inflamacion gestacional y, por tanto, reflejar alteraciones en el
comportamiento de manera sexo-dependiente. La misma observacion se da para el caso de
TPH2, donde la corteza de machos presenta menor expresion de este gen aun en los
individuos tratados con vehiculo (Fig. 23). En el estriado, el Poly I:C causa una tendencia a
disminuir la cantidad de serotonina estriatal en hembras atn cuando la expresion de TPH2
es mayor (Fig. 23). Ya se habia mencionado anteriormente que este efecto puede ser a causa
de que la serotonina liberada en el estriado no necesariamente se sintetiza ahi mismo, de
hecho, la mayor expresion de TPH2 y sintesis de serotonina en el SNC se da a nivel de
cerebro medio, en el nucleo dorsal de Rafe (dRPh) (Muller ef al., 2016). Ademas, hay
participacion de transportadores y enzimas degradadoras, por mencionar algunas, que
también influyen en la biodisponibilidad de los neurotransmisores y que no fueron
determinadas en el presente estudio. Adicionalmente, es importante resaltar que no se
determind la cantidad de proteina de estas enzimas ni su actividad, por lo que son

pardmetros que seria interesante evaluar en estudios posteriores.
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Es probable que el déficit en la sefalizacion también se deba a alteraciones
anatomicas en la estructura de los circuitos cerebrales, de hecho, estudios previos ya han
encontrado pequefias alteraciones estructurales en el paradigma de AIM por Poly I:C que
dependen en gran parte de la etapa gestacional en la que se da el insulto (Meyer et al.,
2006). Sin embargo, la expresion diferencial de proteinas estructurales de las sinapsis
también puede contribuir a que haya una sefializacion alterada sin mostrar un claro dafio
estructural. La alteracion en el patrén epigenético de los promotores de genes involucrados
en la estructura y sefalizacion neuronal es una de las hipotesis mas fuertes que pretenden
explicar como es que el dafo inflamatorio causado en un momento puntual del desarrollo
puede perpetuarse a través de la vida adulta, cuando ya no esta presente (Ovenden et al.,
2018). Diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de explorar el metiloma de
pacientes con esquizofrenia y autismo en los que se ha observado metilacion diferencial en
genes involucrados en las vias dopaminérgica, GABAérgica, serotonérgica y de oxitocina
(Abdolmaleky et al., 2006; Gregory et al., 2009; Akbarian, 2014; Wockner et al., 2014;
Forsberg et al., 2018; Ovenden et al., 2018). En el caso de la via dopaminérgica, se ha
descrito ampliamente un aumento en la metilacion del gen DRD2; Reln, Gadl y Bdnf para
la via GABAérgica; HTR1A y HTR2A para la via de 5-HT y OxtR para el caso de
oxitocina (Gregory et al., 2009; Ovenden et al., 2018; Forsberg et al., 2018). De manera
importante también se ha encontrado incremento en la expresion de ADN metiltransferasas
(DNMT), particularmente de DNMT1 y DNMT3a, lo que podria correlacionar con el
aumento en la metilacion de algunos de los genes previamente descritos al presentarse una
actividad acelerada en las enzimas que se encargan de metilar el ADN (Ovenden et al.,

2018). Asi mismo, se han identificado genes involucrados en el neurodesarrollo cuya
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expresion estd alterada en modelos de inflamacion materna, lo cual correlaciona con
cambios en su patron de metilacion en pacientes humanos (Huang y Akbarian, 2007). Este
es el caso de Reelina (Reln, componente de la via GABAérgica), una proteina involucrada
en la correcta migracion neuronal y SOX10, un factor de transcripcion implicado en el
desarrollo de la cresta neural y el sistema nervioso periférico (Meyer, 2013; Wockner et al.,
2014). De manera interesante, en estos genes también se ha detectado un incremento en la
unién de proteinas involucradas en el silenciamiento de genes, como es el caso de MeCP2,
una proteina con dominios de unién a ADN metilado (Zhubi et al., 2014).

Al igual que ocurre en pacientes, el tratamiento con Poly I:C genera cambios en el
patron de metilacion y de hidroximetilacion en genes como GAD1 y 2 y Discl, todos
involucrados en autismo y esquizofrenia (Labouesse et al., 2015). Incluso se ha encontrado
metilacion diferencial en genes involucrados con el silenciamiento genético, como LINEI y
MeCP2, si bien las diferencias se dan s6lo en ciertas regiones del cerebro y varian entre
sexos (Basil et al., 2014). El paisaje epigenético también se ve alterado a nivel de marcas en
las colas de histonas en estos modelos de AIM. Este es el caso de marcas como H3K4me3,
H3K9-14ac y H4K8ac, donde, a pesar de que los cambios son sutiles, estos se asocian con
alteraciones en el comportamiento de los individuos y la expresion de genes involucrados
en la sefializacion de glutamato (Connor et al., 2012; Tang et al., 2013). Dado que el patron
epigenético cambia dependiendo de la region del cerebro que se analice, asi como de la
edad y sexo del individuo, una intencion futura de este trabajo de investigacion es
determinar el paisaje epigenético a nivel de genoma completo, distinguiendo entre regiones
del cerebro, sexo y tipo celular, separando neuronas, microglia y astroglia en el caso mas

ambicioso.
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Finalmente, para poder aseverar que el insulto inflamatorio fue puntual, pasajero y
que no continua afectando el funcionamiento neuronal, era necesario evaluar el perfil
inflamatorio de la descendencia adulta tanto a nivel periférico como central. Para este fin se
midi6 la concentracion de las tres principales citocinas pro-inflamatorias: IL-18, IL-6 y
TNF en suero sanguineo y en corteza cerebral. Se esperaba la posibilidad de que no hubiera
un incremento significativo en la expresion de estas citocinas en la descendencia de
inflamacidén materna, sin embargo, fue un tanto sorprendente la tendencia de TNF e IL-6 a
disminuir en las hembras y machos bajo este tratamiento, respectivamente (Fig. 30). Es
muy probable que, al igual que con el estrés psicologico, la respuesta de estos animales ante
nuevos insultos inflamatorios como infecciones virales o bacterianas, no sea la mas
adecuada, inclusive el estrés psicoldgico podria conducir a un incremento en el estado pro-
inflamatorio de estos individuos. Si bien no se determind el perfil anti-inflamatorio, se ha
demostrado que este también puede ser detrimental para el comportamiento de los ratones
(Meyer et al., 2008). Se sabe que en el cerebro de la progenie tratada con Poly I:C hay
incremento en los niveles de citocinas pro y anti-inflamatorias dentro de las primeras 24
horas postinyeccion, atin cuando estos varian dependiendo del momento de gestacion donde
se realiza la administracion e incluso de la via de administraciéon (Meyer et al., 2006). A
pesar de esto, no se encontrd diferencia alguna en la concentracion de TNF en la progenie
adulta en concordancia con otros estudios (Meyer et al., 2008). Estos datos sugieren que en
la edad adulta hay alteracién en el comportamiento a causa de la inflamacion materna sin
que esta inflamacion siga presente, sustentando la posibilidad de que una forma en la que
este insulto deja una “marca” en el cerebro de la progenie es a nivel epigenético en genes

clave para la correcta neurotransmision.

90



En conjunto con los resultados obtenidos en el presente estudio se requieren de
futuras investigaciones para evaluar si la progenie expuesta a un insulto inflamatorio en
etapa gestacional responde de manera exacerbada a una condicion de estrés, de tal forma
que se pueda comprobar que ésta progenie esté precondionada a desarrollar en la adultez
cambios de comportamiento (esquizofrenia-autismo) como resultado de la AIM. Si bien en
estudios anteriores ya se ha evaluado el aumento en la produccion de citocinas tras la
inyeccion gestacional de Poly I:C (Meyer et al., 2006; Meyer et al., 2008), seria importante
determinar el perfil inflamatorio en nuestras hembras gestantes y sus embriones a las pocas
horas de la administracion de Poly I:C, tomando en cuenta que para este fin se deben
sacrificar a los animales y no es posible evaluar a la progenie en etapa adulta.
Adicionalmente, se propone medir la actividad de las enzimas que participan en el
metabolismo de los neurotransmisores evaluados, asi como realizar ensayos en donde se
compruebe si cada neurotransmisor se encuentra en la terminal pre o postsinaptica y si
realmente se estd liberando y actuando a través de sus respectivos receptores.
Finalmente, se sugiere que en futuros experimentos se tenga en cuenta realizar las pruebas
conductuales y bioquimicas en hembras cuando todas se encuentren en la misma etapa de
su ciclo estral. En machos se asume que no hay un ciclo hormonal similar que pueda

interferir con los resultados, sin embargo, también sera importante tenerlo en cuenta.
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VII. CONCLUSIONES
En el presente estudio se logro reproducir el efecto en el comportamiento provocado por la
administraciéon de Poly I:C gestacional reportado previamente para modelos murinos.
Ademas, se identificd por primera vez que los cambios en el comportamiento como
resultado de la administracion de Poly I:C en etapa gestacional, difieren entre hembras y
machos. Estos hallazgos son de vanguardia y se insertan en el interés actual de incluir
ambos sexos en la caracterizacion de numerosos procesos biologicos.

En este estudio se observd que en ambos sexos se dio una marcada respuesta
antisocial evaluada en la prueba de tres camaras, exacerbandose el efecto en las hembras,
en quienes el recambio dopaminérgico cortical fue mas lento y se relaciond directamente
con el tiempo de interaccion de los individuos con un ratén desconocido. Dado que el
déficit de dopamina también se presentd en estriado, es probable que existan fallas en los
circuitos mesocorticales que, junto con la sefializacion de serotonina y oxitocina, influyen
negativamente en la respuesta social. La hipdtesis se refuerza por la baja en el glutamato y
aspartato hipocampal, caracteristico de pacientes esquizofrénicos. Por otro lado,
encontramos que los machos presentan una afeccion en los circuitos de recompensa y
motivacion, reflejado en una menor preferencia a un estimulo placentero como la sacarosa
y un acelerado metabolismo de dopamina y glutamato en hipocampo.

Finalmente, aunque no observamos cambios en los niveles de citocinas pro-
inflamatorias ni en suero ni en corteza cerebral de la progenie adulta, seria interesante
exponer a estos animales a un segundo insulto y determinar si esto resulta en cambios

exacerbados en el comportamiento y si esto es diferencial entre hembras y machos.
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VIII. PERSPECTIVAS
Someter a los ratones tratados con Poly I:C a pruebas de estrés psicoldgico, tales como
restriccion de movimiento, choques eléctricos sin condicionamiento, pruebas de nado
forzado, etcétera, evaluando si existe cambio en su comportamiento y en la
concentracion de neurotransmisores inmediatamente terminadas las pruebas.
Medir si existen cambios exacerbados en la produccion de citocinas pro y anti-
inflamatorias tras inducir un insulto inflamatorio como la inyeccion de LPS
intraperitoneal, asi como su afeccion en pruebas de memoria y actividad motora.
Ampliar el nimero de zonas cerebrales en las que se analice la concentracion de
neurotransmisores, afiadiendo cerebro medio, cerebelo y dividiendo entre corteza
media y prefrontal, asi como distinguir entre hemisferios izquierdo y derecho.
Determinar el paisaje epigenético a nivel de genoma completo en neuronas aisladas de
zonas especificas del cerebro de los ratones sometidos a AIM, asi como la eventual

determinacion en astroglia y microglia.
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