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Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA) es el término utilizado para describir
personas con déficit persistente en la comunicacion e interaccion social,
conductas repetitivas e intereses 0 actividades restringidas en etapas
tempranas del desarrollo. En individuos con TEA, se ha observado que las
alteraciones en la plasticidad estructural podrian estar relacionadas con
cambios en las espinas dendriticas. A su vez, se ha reportado la
participacion de BDNF en la edad adulta para el mantenimiento y

maduracién de éstas.

Al determinar las diferencias en el contenido de BDNF en el hipocampo de
la cepa C58/J con fenotipo autista en comparacion con la cepa neurotipica
C57 BL/6 y su relacion con la poblacién de espinas dendriticas de la region
CAL1 del hipocampo, se observé un menor contenido de la neurotrofina, asi
como una mayor densidad de espinas dendriticas en dendritas apicales y
basales de las neuronas piramidales hipocampales en la cepa con fenotipo
autista, lo cual podrian sugerir que BDNF tiene un efecto en la plasticidad
estructural distintiva del TEA.



Introduccioén

El trastorno del espectro autista (TEA) es un grupo de trastornos del
neurodesarrollo cuya prevalencia ha incrementado a nivel global en los dltimos
afios. La Organizacion Mundial de la Salud y sus asociados reconocen la
necesidad de promover el bienestar éptimo para las personas con TEA, por lo
cual dentro de sus esfuerzos se fomenta el desarrollo de evidencia para la
evaluacion y tratamiento del TEA (World Health Organization [WHOQO], 2019).

Dentro de las anormalidades neurobiolégicas que han sido relacionadas con el
trastorno, se ha sugerido que una alteracion en la formacion y maduracion de
las espinas dendriticas podria estar involucrada con las diferencias en la
conectividad neuronal asociadas con el TEA. Por otra parte, se ha reportado
que las neurotrofinas, como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)
participan durante la formacién y maduracién de las espinas dendriticas.

Hoy en dia, los modelos animales son ampliamente utilizados para tratar de
elucidar los cambios neurobiol6gicos relacionados con el TEA.
Particularmente, la cepa C58/J ha sido utilizada como modelo de estudio por
presentar la heterogeneidad caracteristica del trastorno y su caracterizacion
conductual. Por lo tanto, el estudio de esta cepa permite identificar la influencia
de BDNF en alteraciones neurobiolégicas como los cambios en la densidad de

espinas dendriticas.



Antecedentes

Trastorno del Espectro Autista

Definicion

El manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales en su 5° edicidon
(DSM-V) define a los trastornos del neurodesarrollo como un grupo de
afecciones que se manifiestan en etapas tempranas del desarrollo,
generalmente antes de la etapa escolar, los cuales se caracterizan por
deficiencias del funcionamiento personal, social, académico y ocupacional

(American Psychiatric Association [APA], 2013). Dentro de este grupo de

trastornos se encuentra el trastorno del espectro autista (TEA).

En 1911, el psiquiatra aleman Eugen Bleuler acufi¢ el concepto autismo para
describir un sintoma de los casos mas severos de esquizofrenia. De acuerdo
con Bleuler, el “pensamiento autista” se caracterizaba por deseos infantiles de
evitar realidades insatisfactorias y el reemplazo de éstas por fantasias o
alucinaciones (Evans, 2013). Posteriormente el término fue redefinido por la
necesidad de describir nuevos modelos del desarrollo infantil, siendo explicado
por Kanner y Asperger en 1943-1944 y aceptado para diagndéstico hasta 1980
(Jumah et al., 2016).

La definicion y el diagnéstico del autismo se ha ampliado a través de los afios
con la finalidad de incluir las diversas condiciones presentes en el trastorno.
Actualmente el término “trastorno del espectro autista” es utilizado para
englobar los diferentes niveles de severidad y caracteristicas diagndsticas de

lo que anteriormente fue considerado autismo (Faras et al., 2010).



Diagnostico

El DSM-V de la Asociacion Americana de Psiquiatria (APA, 2013) es la
referencia estandar para el diagnostico de afecciones mentales y conductuales,

incluyendo al TEA, cuyos criterios de diagnostico se enlistan a continuacion.

A) Déficit persistente en la comunicacion e interaccién social en multiples
contextos.
1. Déficit en la reciprocidad socioemocional.
2. Déficit en comunicacion no verbal para interaccién social.
3. Déficit en la comprension, desarrollo y mantenimiento de
relaciones.
B) Conductas, intereses o actividades restringidas y repetitivas.
1. Movimientos motores repetitivos, uso de objetos o habla
estereotipada.
2. Insistencia o monotonia, apego inflexible a las rutinas o patrones
ritualizados de comportamiento verbal y no verbal.
3. Intereses altamente restringidos, anormales en intensidad o
enfoque.
4. Hiper o hiporeaccion a entradas sensoriales o interés inusual en
aspectos sensoriales del ambiente.
C) Los sintomas deben presentarse en etapas tempranas del desarrollo.
D) Los sintomas causan discapacidades sociales, ocupacionales u otras
areas importantes de funcionamiento.
E) Estas alteraciones no pueden ser explicadas por discapacidad

intelectual o retraso en el desarrollo global.



Los criterios relevantes para el diagnostico son A-B, donde dependiendo del
apoyo necesario para realizar actividades diarias se clasifica la severidad de
estos sintomas en una escala del 1-3, siendo 1 el menos severo y 3 el mas
severo, a su vez es necesario evaluar la presencia de discapacidad intelectual
y de lenguaje, otros trastornos del neurodesarrollo, catatonia, asi como
condiciones meédicas, genéticas 0 ambientales asociadas con el trastorno
(APA, 2013).

Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud estima que a nivel global 1 de 160 nifios
es diagnosticado con TEA. La prevalencia del trastorno es independiente de la
nacién de origen, los rasgos culturales y el nivel socioeconémico; sin embargo
presenta una incidencia mayor en el sexo masculino respecto al femenino, en
una proporcion 4:1(Elsabbagh et al., 2012; WHO, 2019; Zhang et al., 2020).

De acuerdo con los estudios epidemiolégicos de los pasados cincuenta afios,
la prevalencia del trastorno ha incrementado a nivel mundial. Este cambio
podria estar asociado con la ampliacion de los criterios diagndsticos, la
evolucion de las herramientas de diagndstico y la divulgacion del trastorno o
bien a factores de riesgo a los que se encuentra expuesta la poblacion en la
actualidad, como la contaminacion ambiental y disruptores endocrinos, como
los pesticidas, los cuales se ha sugerido tienen un papel en el desarrollo del
trastorno (Costa et al., 2017; Lord et al., 2020; Moosa et al., 2018; WHO, 2019).



En México sOlo existe un estudio epidemiologico en 2016 realizado en una
poblacion de 12116 nifios nacidos en 2003, quienes asistian a una de las 134
escuelas primarias de educacion regular o especial en Lebén, Guanajuato. El
grupo de trabajo a partir de un analisis documental y validacion diagnostica
estimo una prevalencia del TEA de 0.87% a nivel nacional (Fombonne et al.,

2016), es decir 1 de cada 115 personas.
Etiologia

El TEA presenta una etiologia compleja, heterogénea y multifactorial. Se han
descrito distintos factores que podrian desencadenar el riesgo de presentar
TEA a través de varios mecanismos, como los genéticos, epigenéticos e
inmunoldgicos, involucrados en la variedad de alteraciones fisiol6gicas (Lyall
et al., 2017; Parellada et al., 2014),

Factores de Riesgo. Existen diversos factores ambientales
frecuentemente asociados y validados con el riesgo de TEA, descritos a
continuacion, los cuales podrian tener un papel importante para el desarrollo
de condiciones implicadas en la variabilidad fenotipica del trastorno (Sealey et
al., 2016).

La edad avanzada de ambos padres al concebir ha sido relacionada con un
mayor riesgo de que la descendencia presente TEA asociado con una
discapacidad intelectual (Idring et al., 2014). Asi mismo, durante la etapa
gestante, se ha sugerido que la exposicion a antidepresivos, antiasmaticos y
antiepilépticos que atraviesan la placenta y la barrera hematoencefalica es un
importante factor de riesgo. Particularmente, el uso de acido valproico aumenta
el riesgo de desarrollar malformaciones congénitas, deficiencias cognitivas y la
presencia trastornos neuropsiquiatricos, como el TEA (Croen et al., 2011;

Mandy & Lai, 2016; Smith & Brown, 2014).
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Por otro lado, se ha propuesto que las infecciones, como la rubeola, el virus de
la influenza u otras desregulaciones inmunolégicas en la etapa gestante, al
activar la respuesta inflamatoria de la madre, promueven la produccion de
citocinas proinflamatorias que podrian afectar el estado de la placenta o el
neurodesarrollo del feto, asociandose asi con el TEA. (Meltzer & Van De Water,
2017).

Genética. La contribucion genética en la etiologia del TEA ha sido
evidenciada a partir de estudios de heredabilidad y entre gemelos
homocigotos/heterocigotos que presentan el trastorno. Actualmente, existe un
aproximado de 1000 genes asociados con el TEA en los cuales se ha
identificado diversas mutaciones de novo, polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP) y variaciones en el niumero de copias (CNV) (Gene, 2019; Sandin et al.,
2014).

Courchesne et al. (2019) identificaron 72 genes asociados al TEA, los cuales
son reportados frecuentemente en estudios genéticos del trastorno y son
considerados potencialmente penetrantes en el TEA, es decir producen un
efecto caracteristico en el trastorno. Al analizar su funcion, se observo que 58
de estos genes estan involucrados en al menos uno de los cuatro principales

procesos del neurodesarrollo, los cuales se presentan en la figura 1.
Anormalidades Neurobiol6gicas

A partir de muestras postmortem y estudios de imagenologia en personas con
TEA, se ha identificado un mayor volumen cerebral ademas de alteraciones en
estructuras esenciales para procesos de sociabilidad, toma de decisiones,
memoria, aprendizaje y control motor que frecuentemente se presentan

alteradas en el TEA (Aylward et al., 2002), como las descritas a continuacion.
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Figura 1. Distribucién de genes asociados al TEA involucrados en el
neurodesarrollo. La mayoria de los genes son pleiotropicos y se encuentran
involucrados en procesos de proliferaciéon glial/neuronal, neurogénesis,
migracion celular, formacion/elongacioén de neuritas, sinaptogénesis y funcion
sinaptica. Adaptada de “The ASD Living Biology: from cell proliferation to
clinical phenotype” por Courchesne et al. (2019, p. 94).

La corteza prefrontal es una estructura indispensable para el establecimiento
de las funciones ejecutivas. Entre los cambios encontrados en esta region en
personas con TEA, destacan las variaciones en el area superficial y grosor
cortical, asi como una pobre diferenciacion en el limite entre la materia gris y
blanca (Jumah et al., 2016).

El cerebelo esta relacionado con alteraciones del control motor en el TEA. En
esta estructura se ha observado un aumento en el volumen total, asi como una

disminucion significativa de células de Purkinje (Jumah et al., 2016).
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En el hipocampo de personas con TEA diversos estudios han encontrado
cambios en el volumen total, lo cual ha sido asociado con alteraciones en la
memoria; a su vez, se han identificado variaciones en la forma interna del
subiculo que correlacionan con déficits intelectuales (Dager et al., 2007,
Schumann et al., 2004).

Es importante destacar que tanto las mutaciones asociadas al TEA que influyen
en el neurodesarrollo asi como los cambios estructurales y de conectividad,
podrian estar relacionados con anormalidades en la plasticidad cerebral de

personas con TEA (Bourgeron, 2015).
Cambios en la Plasticidad Neuronal Asociados al TEA
Definicién de Plasticidad Neuronal

Las neuronas del sistema nervioso central convierten un estimulo o impulso
entrante en una sefial de salida donde la informacion se codifica como la
frecuencia de potenciales de accion que se propagan a través del axon (Beck
& Yaari, 2008). La plasticidad es un proceso por el cual las neuronas pueden
cambiar sus propiedades a partir de neurogénesis, sinaptogénesis e
inactivacion o eliminacion de neuronas y contactos neuronales como respuesta
a la actividad (Castrén & Antila, 2017). Cuando el cambio se da a nivel de la
regulacion de la fuerza o eficiencia de la transmision sinaptica a partir de
fendbmenos de potenciacion de largo plazo (LTP) o depresion a largo plazo
(LTD) en sinapsis preexistentes, es conocido como plasticidad sinaptica (De
Pitta et al.,, 2016). Por otra parte, el cambio morfolégico de los
subcompartimentos neuronales, incluyendo a las espinas dendriticas, el
segmento inicial del axén y los botones presinapticos es considerado como

plasticidad estructural (Wefelmeyer et al., 2016).



Cambios en la Plasticidad Estructural

Dentro de las anormalidades neurobiolégicas que han sido relacionadas con el
TEA, se ha sugerido que una alteraciéon en la formacion y maduracion de
neuritas, como dendritas y espinas dendriticas, podria estar involucrada con

cambios en la conectividad asociados con el trastorno.

En muestras postmortem de personas con TEA se ha observado una menor
complejidad del arbol dendritico de las neuronas piramidales de la regiéon CAl
y CA4 del hipocampo, asi como una disminucion general en la densidad de
espinas dendriticas de neuronas piramidales, particularmente en la corteza
prefrontal se ha reportado una mayor densidad de espinas dendriticas,
respecto a sujetos control, en dendritas apicales de neuronas piramidales de la
capa Il (Hutsler & Zhang, 2010; Martinez-Cerdefio, 2017; Raymond et al.,
1995).

Adicionalmente, estudios de la arborizacién dendritica y del estado de las
espinas dendriticas en modelos animales de fenotipo autista han sido Utiles
para relacionar las observaciones previas en humanos. Por ejemplo, en la cepa
murina C58/J se han encontrado una disminucion en la complejidad dendritica
de neuronas piramidales en la corteza prefrontal e hipocampo (Baron-Mendoza
et al., 2019). En el modelo Cyfip-KO (Proteina 1 que interactia con FMRL1
citoplasmatica) se han observado una disminucién en la complejidad dendritica
y cambios en la madurez de las espinas en neuronas de la regién CA1 del

hipocampo (Pathania et al., 2014).



En el modelo del sindrome de X fragil se han encontrado un aumento en la
poblacion de espinas dendriticas inmaduras de la capa V de neuronas
piramidales (Irwin et al., 2002). Cabe destacar que este sindrome no forma
parte del trastorno, pero es frecuentemente co-diagnosticado con TEA, por lo

cual la informacion reportada aporta al estudio del trastorno.

En ratones con expresion aumentada de SHANK, proteina principal en el
andamiaje proteico en sinapsis excitatoria, se ha encontrado un aumento en el
largo de las espinas dendriticas en la region hipocampal, por su parte, ratones
Shank3-KO presentan una disminucion en la conectividad cortical (Monteiro &
Feng, 2017; Sala et al., 2001).

Esta evidencia sugiere que las diferencias tanto en la complejidad del &rbol
dendritico, asi como en el nimero y forma de espinas dendriticas podrian estar
asociados con las alteraciones neuronales en individuos con TEA e

involucradas con el comportamiento tipo autista observado en los animales.
Espinas Dendriticas

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias especializadas en las
dendritas de las neuronas donde ocurre la mayor parte de las sinapsis
excitatorias en el cerebro. Su compleja estructura consiste en una densa red
de filamentos de actina, proteinas transmembranales y de andamiaje, asi como
receptores de superficie. Las espinas dendriticas tienen la capacidad de
reorganizarse rapidamente dependiendo del estimulo, microambiente y
localizacion, destacando asi su importancia en la plasticidad sinaptica y
estructural (Chidambaram et al., 2019; Maiti et al., 2015).
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Se ha propuesto que el desarrollo de las espinas dendriticas, conocido como
espinogénesis, empieza por la formacion de protuberancias, las cuales se
elongan como resultado del dinamismo del citoesqueleto y en condiciones

Optimas dan lugar a formas mas estables (Bakos et al., 2015; Maiti et al., 2015).

Estos cambios morfolégicos estan directamente relacionados con
modificaciones en la funcién sinaptica, por lo que han sido clasificadas a partir
de sus caracteristicas estructurales de acuerdo con las dimensiones de la
cabeza y el cuello espinal (Nimchinsky et al., 2002; Risher et al., 2014), dicha

clasificacion se resume en la figura a continuacion.

Filopodia Larga Delgada Regordeta Hongo Ramificada

delgada
Largo Largo Largo Radio Ancho Cabezas
>2 um <2 um <lpm <1 >0.6 ym 22

Figura 2. Caracteristicas geométricas de las espinas dendriticas.
llustracion representativa de los tipos de espinas dendriticas que se encuentran
comunmente en las neuronas piramidales y su principal caracteristica de
identificacion. La madurez de las espinas evoluciona (de izquierda a derecha)
desde estructuras largas y delgadas de tipo filopodia hasta espinas de cabeza
ancha tipo hongo y ocasionalmente la espina ramificada. Adaptada de “Rapid
Golgi Analysis Method for Efficient and Unbiased Classification of Dendritic
Spines” por Risher et &l. (2014, p. 2).
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Factor Neurotré6fico Derivado del Cerebro
Sintesis y Funcién Bioldgica

El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) pertenece a la familia de
factores de crecimientos polipeptidicos, las neurotrofinas, las cuales se
caracterizan por su rol en el neurodesarrollo en procesos como la proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y muerte de células neuronales y no neuronales.
Particularmente, BDNF participa en multiples procesos en el sistema nervioso
adulto, regulando el establecimiento y mantenimiento de la estructura sinaptica,
la regulacién de la neurotransmision, la plasticidad, el crecimiento axonal, la
morfologia y el crecimiento de las dendritas (Chao, 2003; Poo, 2001; Song et
al., 2017).

La trascripcion del gen BDNF es altamente regulada en neuronas
glutamatérgicas del sistema nervioso central por la actividad neuronal. BDNF
es inicialmente sintetizada en el reticulo endoplasmico como proteina
precursora, pre-proBDNF. La proneurotrofina es procesada en mdultiples sitios
como el aparato de Golgi y las proteasas extracelulares, ya que tanto proBDNF
como BDNF son secretadas al espacio sinaptico por medio de vesiculas para
unirse a sus respectivos receptores transmembranales (Brigadski & Le3mann,
2014; Sasi et al., 2017; Song et al., 2017).

BDNF forma dimeros por interacciones no covalentes para activar al receptor
de tropomiosina cinasa B (TrkB), el cual desencadena cascadas de
sefalizacion que contribuyen con el desarrollo y remodelamiento de neuritas,
asi como con la promocion de la plasticidad sinaptica (Kowianski et al., 2018).

Las principales vias de sefalizacion estan representadas en la figura 3.
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Aunado a lo anterior, se ha demostrado experimentalmente que BDNF es un
regulador de la expresion de LTP en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo,
en la capa Il/lll de la corteza somatosensorial, corteza visual y la amigdala
basolateral (De Vincenti et al., 2019; Itami et al., 2003; Meis et al., 2012).

BDNF
TrkB
) . » actividad anti-apoptodtica
s Y * regulacion del citoesqueleto
ras PLCy - activacion del crecimiento
RS . dendritico y arborizacion
MEK/Erk ~ | + aumento de la plasticidad
| I sinaptica
: PI3KI/Akt IP3/Ca + p
i
%1&3 )
3 AR

Figura 3. Mecanismo de accion de BDNF. La fosforilacion de TrkB por BDNF
promueven la activacion de vias de sefializacion como MEK/Erk (proteinas
cinasas activadas por mitdogenos), PIsK/Akt (fosfoinositol-3 cinasa/ proteina
cinasa B), PLCy (fosfolipasa C gama) las cuales regulan diversos procesos
neuronales e inducen factores de transcripcion gque regulan la expresion de
genes, incluyendo a BDNF. Modificada de “Integral Characterization of
Defective BDNF/TrkB Signalling in Neurological and Psychiatric Disorders
Leads the Way to New Therapies” por Tejeda & Diaz-Guerra (2017, p.3).
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Implicaciones en el TEA

Los cambios en los niveles de BDNF se han asociado a diferentes alteraciones
neuroldgicas, incluyendo el TEA. En niflos diagnosticados con TEA vy
dificultades intelectuales, se ha encontrado una disminucién de BDNF en la
concentracion sérica, ademas recientemente se reportaron niveles bajos de
BDNF sérico en recién nacidos con alto riesgo de presentar el trastorno. Asi
mismo, una menor expresion de BDNF en nifios con TEA se ha correlacionado
con una reduccién de neurogénesis cortical (Francis et al., 2018; Schmeisser
& Boeckers, 2017; Skogstrand et al., 2019).

Por otra parte, en modelos animales de fenotipo autista se ha demostrado que
mutaciones y alteraciones en la expresion de BDNF influyen en el
comportamiento social y de ansiedad (Moy et al., 2004). Los anteriores
hallazgos podrian sugerir un papel relevante de las diferencias en el estado y

contenido de la neurotrofina en la etiologia del TEA.

Hipocampo
Neuroanatomia

La formacion hipocampal es una estructura continua altamente homologa en
todos los mamiferos y se encuentra doblada hacia el interior de la corteza
cerebral. Esta regién del cerebro incluye la corteza entorrinal, el subiculo y el
hipocampo propiamente dicho (cornu ammonis, CA1-3 y giro dentado), los
cuales estan relacionados entre si por distintos circuitos neuronales y son
conformados por una arquitectura celular diferente (von Bohlen und Halbach &
von Bohlen und Halbach, 2018).
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Los principales tipos de células de la formacion hipocampal son las neuronas
piramidales glutamatérgicas ubicadas en las areas corticales y las regiones CA
y las neuronas granulares ubicadas en el giro dentado e interneuronas
hipocampales. Las neuronas piramidales en las regiones CA se encuentran
densamente empaquetadas en una sola capa, el stratum pyramidale. Las
dendritas de estas células que reciben informacion de otras regiones de la
formacién hipocampal se encuentran en ambos lados del stratum oriens y el

stratum radiatum/lacunosum moleculare (The Human Protein Atlas, 2020).

La region CAl es muy susceptible a cambios como el estrés oxidativo, en
comparaciéon con la células granulares del giro dentado (Alkadhi, 2019). La
region CA2 se conforma por una pequefia poblacién de células en el eje
transversal del hipocampo y es una regién con mayor resistencia a dafios con
un alto indice de plasticidad sinaptica (Dudek et al., 2016; Tzakis & Holahan,
2019). La region CA3 es la porcion més larga y enriquecida de interconexiones
hipocampales (Cherubini & Miles, 2015). La porcion terminal cercana al giro
dentado corresponde a la region CA4 y contiene células polimoérficas. La figura

4 ilustra la anatomia del hipocampo de diferentes especies.

Raton |CA1 Macaco CA3, , CA2 Humano CA3 CA2
~ YIS, 92 5
CA4 @4 % .
DG
b \
/ o
—CA1 CA1

Figura 4. Anatomia del hipocampo de diferentes especies. DG: giro
dentado. Adaptada de “Functional organization of the hippocampal longitudinal
axis” por Strange et &l. (2014, p. 656).

15



Funcién, Circuitos y su Relacion con el TEA

El hipocampo es fundamental para formar y almacenar la memoria a largo
plazo al consolidar la informacién de la memoria a corto plazo, ademas de
procesar la informacion espacial y de navegacion (S. Zhong et al., 2020). La

informacion fluye hacia y a través del hipocampo por las siguientes vias:

1. La via perforante desde la corteza entorrinal a las células granulares del giro

dentado.

2. La via de las fibras musgosas desde las células granulares del giro dentado
hasta las células piramidales de la region CA3. Las neuronas piramidales de la
region CA3 tienen proyecciones a la region CA1l y recibe sefiales de la corteza
entorrinal y el giro dentado (Cherubini & Miles, 2015).

3. La via colateral Schaffer desde la region CA3 a CALl. Las neuronas
piramidales del de la regiébn CA2 reciben sefiales de neuronas en la capa Il-1l|
de la corteza entorrinal media y proyectan eferencias, en la region CAl. Las
neuronas piramidales de la region CA1 reciben informacion glutamatérgica
principalmente de la regibn CA3 y la amigdala, ademas de estimulos
GABAEérgicos locales de interneuronas. La regién dendritica apical esta
inervada principalmente por entradas glutamatérgicas de la corteza entorrinal

y el tdlamo (Klausberger & Somogyi, 2008; Tzakis & Holahan, 2019).

Las conexiones del hipocampo se resumen en aferencias de los nucleos
septales, el giro dentado y subiculo, el giro parahipocampal, el hipotalamo, el
talamo, la amigdala y eferencias hacia los nucleos septales, la parte anterior
del hipotalamo, los cuerpos mamilares, el nucleo anterior del tdlamo y el

tegmento del mesencéfalo (Patestas & Gartner, 2016).
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Debido a los cambios estructurales antes descritos en el hipocampo de
personas con TEAy su relevancia en procesos de memoria y aprendizaje, esta
estructura podria ser considerada clave en el estudio del trastorno, pues las
alteraciones en su funcionalidad y plasticidad podrian estar asociadas con la

conectividad atipica de los circuitos cerebrales presentes de estas personas.

Modelos Murinos para el Estudio del TEA
Cepas

Los modelos animales son esenciales para entender los procesos biolégicos
asociados al TEA, asi como para el establecimiento de estrategias
terapéuticas. Las cepas validadas para el estudio del TEA se agrupan en

modelos genéticos, inducidos y endégamos.

Los modelos genéticos incluyen mutaciones, variaciones en el nimero de
copias de genes asociados directamente con el TEA y genes implicados en
sindromes comoérbidos. Entre los modelos genéticos destacan Mecp2-KD en el
cromosoma X que ocasiona el sindrome de Rett; la duplicacion del cromosoma
17p11.2 asociado al sindrome de Potocki-Lupski y Shank3-KO, los cuales
conservan el comportamiento conductual tipo autista y permiten estudiar el

impacto de estos cambios genéticos en el trastorno (Bey & Jiang, 2014).

Los modelos no genéticos incluyen los inducidos y endégamos. Los modelos
inducidos consisten en manipulaciones ambientales (quimicas o biolégicas)
para desarrollar el fenotipo autista, entre los cuales destaca la induccion por
acido valproico durante la etapa gestante (Wagner et al., 2006). Estos modelos

permiten realizar estudios de aquellos factores no genéticos asociados al TEA.
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Las cepas BTBR, BALB/cByJ y C58/J son enddgamas Yy son consideradas
como modelos para el estudio del TEA debido a su caracterizacion conductual,
que incluyen déficit en memoria, aprendizaje y sociabilidad, ademéas de

alteraciones motoras, ansiedad e hiperactividad (Moy et al., 2007, 2014)
Cepa C58/J

La cepa C58 tiene origen en 1921 por MacDowell a partir de la endogamia
consecutiva de 20 generaciones de la cepa C57BL y se caracteriza por
conservar mutaciones en el receptor de interleucina 3, cadherina 23 y el

receptor de aril-hidrocarburos (Maze Engineers, 2018).

La reproduccion de la cepa se da mediante la cruza de hembras y machos
C58/J, donde se ha observado un bajo rendimiento reproductivo con camadas
promedio de 6 ratones, a su vez se ha reportado una disminucién en el aumento
de peso de las crias a causa del comportamiento materno, donde se ha
observado tasas menores para acurrucarse Yy lactar (Festing, 1998; Hadsell et
al., 2012; Ryan et al., 2010).

Su perfil de comportamiento refleja caracteristicas conductuales asociadas con
el TEA, como déficit en la interaccion social y la presencia de movimientos
estereotipados y repetitivos. Ademas, se ha reportado que su conducta inusual
es independiente del sexo y se presenta desde el nacimiento, la cual incluye
ansiedad incrementada, bajo reconocimiento social, hiperactividad motora en
forma de saltos verticales, acicalamiento repetitivo y “backflipping” (Moy et al.,
2014; Ryan et al., 2010).
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Planteamiento del Problema

Se ha reportado que BDNF participa activamente en la edad adulta para el
mantenimiento y maduracién de las espinas dendriticas. En individuos con
TEA, se ha observado que las alteraciones en la plasticidad estructural podrian

estar relacionadas con cambios en las espinas dendriticas.

A su vez, alteraciones en la conectividad del hipocampo estan relacionadas

con cambios en la memoria y aprendizaje identificados en el trastorno.
Hipotesis

La cepa C58/J con fenotipo autista presentara una disminucion en el contenido

de la neurotrofina BDNF impactando en la densidad de espinas dendriticas de

la regién CA1 del hipocampo en comparacion con la cepa C57 BL/6.
Objetivos
Objetivo General

Determinar si existe diferencia en el contenido de BDNF en el hipocampo de la
cepa C58/J con fenotipo autista en comparacion con la cepa neurotipica C57
BL/6 y su relacion con la densidad de espinas dendriticas de la regién CAL del

hipocampo.
Objetivos Particulares

e Evaluar el contenido de BDNF en el hipocampo.
e Determinar la densidad de espinas dendriticas en la region CAl del
hipocampo.

e Analizar la relacion de BDNF y la densidad de espinas dendriticas.
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Procedimiento Experimental
Reactivos

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

e Amortiguador de lisis RIPA: 50 mM TRIS-HCI, 150 mM NacCl, 1% Triton,
01% SDS, inhibidor de proteasas SIGMAFAST.

e FD Rapid GolgiStain Kit: FD NeuroTechnologies, Inc.

e Forezen Section Compound (FSC 22): Surgipath Medical Industries.
e Glicina &cida: glicina pH 2.5, SDS 10%.

e Sustrato comerical de quimioluminiscencia (ECL): Pierce ECL Western

Blotting Substrate.

e Resina Cytoseal 60: Thermo Fisher Scientific.

e Solucion de bloqueo: 2% albimina sérica bovina.
e Tris (TBS): Tris base 0.05 M, NaCl 0.15 M.

Anticuerpos

e Anti-lgG de ratén, acoplado a peroxidasa: AP127P. Millipore

e Anti-lgG de conejo, acoplado a peroxidasa: 111-035-003. Jackson

Immuno Research

e Anti-BDNF: anticuerpo policlonal desarrollado en conejo, sc-546. Santa
Cruz Biotechnology

e Anti-a-tubulina: anticuerpo monoclonal desarrollado en raton, sc-
398103. Santa Cruz Biotechnology
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Animales

El mantenimiento y uso de los animales se realizaron con las directrices del
estandar oficial mexicano para la proteccion animal (NOM-067-Z0O0-1999). El
proyecto fue aprobado por el comité interno para el cuidado y uso de los
animales de laboratorio (CICUAL, ID 189) del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México bajo las guias
internacionales del cuidado y uso ético de los animales, los ratones macho C57
BL/6J (n=6) y C58/J (n=6) fueron adquiridos en The Jackson Laboratory.
Ambas cepas fueron amamantadas por nodrizas C57 BL/6J hasta las tres
semanas de edad para evitar deficiencias nutricionales generales. Se
mantuvieron en un sistema de cajas ventiladas individualmente bajo
condiciones estandar en cama de aserrin esterilizado, en la Unidad de Modelos
Biologicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Los ratones
recibieron una dieta comercial peletizada (TG rodent diet T2018S.15, ENVIGO)
y agua a voluntad de un sistema de agua automatizado durante siete semanas.
Ambos grupos experimentales fueron sacrificados a las 10 semanas de edad

mediante decapitacion.
Tincién de Golgi-Cox y Preparacion de la Muestra

Latincion de Golgi es un conjunto de técnicas donde se lleva a cabo una fijacion
con sales dicromaticas, seguidas por la exposicion a sales metalicas que se
precipitan, formando un fijado caracteristico que marca los cuerpos neuronales
y sus prolongaciones al formar aductos en la membrana celular (F. Zhong et
al., 2019). Para la evaluacion de neuritas, los cerebros completos de ambas
cepas se tifieron mediante la técnica de Golgi-Cox con FD Rapid Golgi Stain

Kit, bajo los lineamientos del manual de usuario.
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Cada cerebro fue sumergido en 3 mL de la solucion de impregnacion preparada
con una mezcla de las soluciones de cloruro de mercurio, cromato de potasio
y dicromato de potasio. Después de 24 horas, la solucion fue remplazada por
solucion fresca y los cerebros fueron almacenados durante 2 semanas a 25° C
en la oscuridad. Posteriormente los cerebros fueron sumergidos en la solucién
crioprotectora, la cual fue reemplazada por solucion fresca después de 24
horas y fueron almacenados por una semana mas bajo las mismas

condiciones.

Una vez tefiidos, los cerebros se cortaron en rebanadas de 70 um a una
temperatura de -25 °C en criostato y fueron montados en portaobjetos cubiertos
con gelatina, para el analisis del hipocampo (bregma -0.95, —-3.87 mm).
Cada corte fue montado en portaobjetos cubiertos con gelatina (2.5 g grenetina;
0.2 g Crz(S0a4)3 / 500 mL) y enmarcado con plumén hidrofébico (Super Pap
Pen, BioCare Medical, USA). El revelado de la tincidon se realiz6 sumergiendo
las rebanadas en una mezcla de soluciones: hidroxido de amonio 20%,
tiosulfato de sodio 1% y agua Mili-Q en una proporcién 1:1:2. Las muestras
fueron lavadas con agua Mili-Q, después se dejaron secar naturalmente y se

protegieron con resina Cytoseal 60 y cubreobjetos.
Conteo de Espinas Dendriticas

Las muestras se observaron en el microscopio 6ptico Olympus Bx51-WI
acoplado a unidad de disco giratorio (DSU) en la Unidad de Microscopia del
Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM. Las neuronas piramidales de
la region CA1 se identificaron por su morfologia y su ubicacion respecto al giro

dentado.
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Las imagenes se tomaron con un aumento de 100x en el eje X, y, z en 4 campos
por neurona, cada campo contiene de 18 a 25 capturas en el eje z incluyendo
la parte proximal y distal de las dendritas apicales y basales.

La densidad espinal se evalué de acuerdo con la metodologia propuesta por
Risher et al. (2014). realizando un conteo manual, ejecutado a través del
programa Reconstruct. Posterior a la calibracion del programa (0.064 px/um),
se contabilizaron todas las espinas dendriticas en segmentos de 25 um de las

partes proximales y distales de las dendritas apicales y basales.

Para el analisis estadistico de la base de datos se hizo una relacién del nimero
de espinas detriticas por micrometro de las dendritas apicales y basales,
incluida la parte proximal y distal correspondiente, en 3 neuronas por ratén de
cada grupo experimental (n=3).

Evaluacién del Contenido Proteico

Se realizé la diseccion del hipocampo (bregma -0.95, -3.87 mm) de ambos
grupos experimentales (n=3), posteriormente las estructuras se
homogeneizaron en 500 yL de amortiguador de lisis con inhibidores de
proteasas (RIPA), las proteinas totales se obtuvieron por centrifugacion a
14000 rpm, 4°C por 15 minutos y se cuantificaron en el espectro
NanoPhotometer ® N60/N50 (IMPLEN). Posteriormente a 100 ug de proteina
se les adicion6 amortiguador de Laemmlie y fueron separadas por
electroforesis en SDS-PAGE 15% a 80 mV. Se incluyeron marcadores tefidos
para la determinacion del peso molecular. El gel se transfirio a una membrana

de nitrocelulosa en condiciones semisecas durante 2 horas a 60 mA.
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La membrana se sumergié en la solucion de bloqueo por 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo primario, anti-BDNF
(0.34 ug/mL), por 24 horas a 4° C. Después del lavado con TBS-Tween 0.1%,
se incub6 con el anticuerpo secundario, anti-lgG de conejo (1:15 000)
conjugado con peroxidasa de rabano por 40 minutos a temperatura ambiente.
El complejo proteina-anticuerpo se detectd por quimioluminiscencia y las

membranas se revelaron por autorradiografia.

Para validar la caga proteica en la membrana después de la deteccion de
BDNF, se tratdé la membrana con glicina &cida 2% por 2 horas a temperatura
ambiente para retirar los complejos proteicos, técnica de stripping.
Posteriormente se realiz6 el procedimiento anteriormente descrito, con las
siguientes modificaciones: incubacion de anticuerpo primario, anti-a-tubulina
(0.4 pg/mL) por 12 horas a 4° C; anticuerpo secundario, anti-IgG de raton (1:15

000) conjugado con peroxidasa de rabano.

Las bandas correspondientes a BDNF maduro y a-tubulina, obtenidas de la
revelacion por autorradiografia, fueron sometidas a un analisis densitométrico
mediante el programa Image J, para el analisis estadistico se normalizé el

contenido de BDNF maduro respecto al contenido de a-tubulina.
Procesamiento de Datos

El manejo de la base de datos obtenida de la densitometria y del conteo de
espinas dendriticas se realiz6 en RStudio para la obtencion de los graficos y
analisis estadistico, mediante la prueba t de Student no pareada. Los valores

de p < 0.05 fueron considerados significativos.
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Resultados

Contenido de BDNF

En la evaluacion del contenido proteico de BDNF en el hipocampo, se observé

una disminucion significativa de la neurotrofina BDNF madura (14 kDa) en la

cepa C58/J con fenotipo autista (Figura 5).
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Figura 5. Contenido de BDNF. (A) Western Blot representativo del contenido
BDNF en hipocampo. (B) Andlisis densitométrico a partir del Western Blot. Los
resultados se expresan como media £+ EEM, n=3 ratones de cada grupo
experimental. Prueba de t: *p<0.05 vs WT. Cepa neurotipica (WT) y con

fenotipo autista (A).
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Densidad de Espinas Dendriticas

En el conteo manual de espinas dendriticas totales en las dendritas apicales y
basales de neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo se observé
un aumento significativo en la densidad de espinas dendriticas (Figura 7) en la
cepa con fenotipo autista respecto a la cepa neurotipica. En la figura 6 se
resalta el aumento de la densidad de espinas dendriticas en las dendritas de

los grupos experimentales.

Figura 6. Espinas dendriticas tefiidas por la técnica de Golgi-Cox.
Imagen representativa de las observaciones a microscopio con aumento de
100x en segmentos dendriticos de neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo. Las flechas sefalan algunas de las espinas dendriticas en
diferentes morfologias: hongo (H), larga delgada (LD), delgada (D). Cepa

neurotipica (WT) y con fenotipo autista (A).
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Dendritas apicales Dendritas basales
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Figura 7. Densidad de espinas dendriticas. (A-B) Relacidén de la poblacién
de espinas dendriticas por um en dendritas apicales y basales de neuronas
piramidales de la region CAl del hipocampo por grupo experimental. Los
resultados se expresan como media £ EEM, n = 3 ratones. Prueba de t: *p<0.05

vs WT. Cepa neurotipica (WT) y con fenotipo autista (A).
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Espinas Dendriticas y BDNF

La siguiente figura sintetiza los resultados observados en la evaluacion del
contenido proteico de BDNF y las espinas dendriticas, en ambos grupos

experimentales.

Figura 8. Relacion de BDNF y espinas dendriticas. llustracion representativa
del contenido de BDNF y su relacion con la densidad de espinas dendriticas en
neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo. Cepa neurotipica (WT)

y con fenotipo autista (A).
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Discusion
El TEA ha sido asociado con alteraciones en procesos de memoria y
aprendizaje, cuyo establecimiento esta estrechamente relacionado con la
funcionalidad del hipocampo. Previamente, se encontré que el hipocampo de
ratones C58/J con fenotipo autista presenta diferencias en las disposicion de
las ramificaciones y una disminucion en la longitud total de la arborizacién
dendritica, asi como cambios en el contenido de ciertas proteinas involucradas

en la remodelacion del citoesqueleto (Baron-Mendoza et al., 2019).

Por su parte, se ha sugerido que la neurotrofina BDNF promueve la
proliferacion y diferenciacion neuronal, ademas de que se ha asociado con un
papel fundamental en diferentes procesos involucrados en la regulacién de la
plasticidad neuronal, incluyendo la formacion y la remodelacion morfolégica de
las espinas dendriticas (Chapleau et al., 2009). En el estudio realizado, se
observd una disminucion en el contenido proteico de BDNF en el hipocampo
de la cepa C58/J en comparacion con la cepa WT (Figura 5), lo que podria
estar asociado con cambios en la regulacion del citoesqueleto e impedimento
del crecimiento dendritico y arborizacion, como se ha observado en diversos
estudios donde se ha validado el papel de la neurotrofina en el incremento de
la densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales del SNC,
participando en la madurez y funcionalidad de las mismas (Harward et al.,
2016; von Bohlen und Halbach & von Bohlen und Halbach, 2018).

En cultivos primarios de neuronas hipocampales maduras se ha observado que
BDNF de origen endogeno tiene un efecto en el mantenimiento de la densidad
y madurez de las espinas dendriticas, a partir de la modulacion del
citoesqueleto por medio de filamentos de actina (Alonso et al., 2004; Kellner et
al., 2014).

29



Estas observaciones sugieren que la diferencia de la neurotrofina en la cepa
con fenotipo autista podria influir en el establecimiento de la sinapsis y a su vez
estar asociado a los cambios cognitivos observados en la cepa, asi como se
ha reportado en estudios donde los bajos niveles de BDNF se correlacionan
con deterioro cognitivo, trastornos neurodegenerativos (enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson) y esquizofrenia (Bawari et al., 2019;
Karim et al., 2019).

Por otro lado, la evaluacion de la densidad de espinas dendriticas en neuronas
piramidales de la region CA1l del hipocampo demostré que la cepa C58/J
presenta una mayor densidad de espinas dendriticas, resaltado en la figura 7,
tanto en las dendritas basales como apicales. Este resultado ha sido reportado
en otros modelos animales relacionados con el TEA, como el modelo del
sindrome del X fragil (Fmr1-KO), donde se ha observado un incremento en la
densidad e inmadurez de las espinas sindpticas, en la misma region (Jawaid et
al., 2018). Estas observaciones sugieren una disrupcion en el balance entre la
formacion y eliminacién de espinas dendriticas, insinuando alteraciones en
otras células como la microglia, la cual es responsable de la poda sinaptica,
donde se ha observado que la sobreexpresion de elF4E (Factor de iniciacion
de la traduccién eucariota 4E) da lugar a comportamientos de tipo autista y
presenta un aumento en la densidad de espinas dendriticas en la regién CA1
del hipocampo (Xu et al., 2020). Estos hallazgos permiten inferir que el cambio
en la densidad de espinas dendriticas observado en el fenotipo autista es de
origen multifactorial y podria representar diferencias en la conectividad de los
circuitos neuronales, sugiriendo un efecto en la memoria y consecuentemente

en el aprendizaje.
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Para aproximar la participacion funcional de las espinas dendriticas
independiente de la poblacion de éstas, dentro de nuestro grupo de trabajo se
realizo la clasificacion morfolégica de las espinas dendriticas en segmentos de
10 um de neuronas piramidales de la region CAl del hipocampo de la cepa
C58/J, donde se observé un mayor densidad de espinas tipo largas delgadas
y delgadas, asi como un menor nimero de tipo hongo en las dendritas apicales,
mientras que en las dendritas basales se observo una mayor densidad de
espinas tipo filopodia, largas delgadas y delgadas, asi como una menor
densidad de tipo regordetas en la cepa con fenotipo autista en comparacion
con la WT (Baron-Mendoza & Gonzalez-Arenas, n.d., 2020), es decir un
aumento en la poblacién de espinas dendriticas inmaduras, sugiriendo asi una
importante participacion de BDNF en la maduracién de las espinas dendriticas
y en conjunto con la densidad de espinas dendriticas podria ser indicador de
un establecimiento sinaptico diferente al neurotipico dados los cambios
estructurales, ya que se ha reportado que los cambios en la morfologia de las
espinas dendriticas correlacionan con la actividad sinaptica en la adultez
(Chidambaram et al., 2019).

La hipétesis experimental fue validada al observarse una disminucion en el
contenido de la neurotrofina BDNF con efecto en la densidad de las espinas
dendriticas de la cepa con fenotipo autista, representado en la figura 8, donde
se observo una relacidon inversamente proporcional entre estos cambios, la
evidencia experimental y documental permite inferir que el cambio en el

contenido proteico de BDNF tiene un impacto en la estructura neuronal.

31



Conclusion

La cepa con fenotipo autista C58/J en el hipocampo presenta un menor
contenido de la neurotrofina BDNF, asi como una mayor densidad de espinas
dendriticas en dendritas apicales y basales de las neuronas piramidales, en
comparacion con la cepa neurotipica, lo cual podrian sugerir que BDNF tiene

un efecto en la plasticidad estructural distintiva del TEA.
Perspectivas
Identificar el contenido proteico de BDNF in situ.

Evaluar los cambios en la transcripcién de genes inducida por BDNF.
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