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1. Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA) es un conjunto de alteraciones del neurodesarrollo cuya
etiologia es multifactorial. En estos trastornos se conocen una variedad de rasgos neurobioldgicos
entre los que destaca una respuesta inmune exacerbada. No obstante, la relacién entre estos
cambios en la activacion inmune y las alteraciones neuronales sigue sin ser descrita en su
totalidad.

La cepa murina endogdmica C58/J ha sido validada como un modelo de autismo idiopatico que
presenta una disminucidon en la preferencia social, conductas repetitivas y deficiencias en la
memoria. Nuestro laboratorio previamente ha descrito que los ratones macho de diez semanas
de edad de esta cepa en la region CA1 del hipocampo, ademds de un aumento en la densidad de
la microglia en la misma area, indicando una posible relacién entre un estado neuroinflamatorio
y los cambios neuronales y conductuales observados en la cepa.

Para determinar un posible perfil inflamatorio, cuantificamos el contenido de la quimiocina MCP-
1, asi como de las citocinas proinflamatorias TNF-a IFN-y en el hipocampo y en el suero de ratones
macho adultos de la cepa C58/) y los comparamos con una cepa neurotipica (C57BL/6J). Para
analizar posibles cambios en la polarizacion de la respuesta inmune determinamos el contenido
de las enzimas 6xido nitrico sintasa (iNOS) y arginasa 1 (ARG1) en la misma regién. También,
analizamos el contenido de estas mismas citocinas y enzimas en los cerebros totales de fetos en
el dia 18 embrionario (E18). Adicionalmente, determinamos el contenido sérico de TNF-a y de
IFN-y en el suero de las hembras gestantes en el E18.

Obtuvimos mediciones de la masa cerebral en ambas edades analizadas y observamos que existe
un aumento de la masa cerebral en los fetos de la cepa C58/J en el E18, con un posterior descenso
de ésta durante la etapa adulta, seifalando la presencia de alteraciones en la trayectoria del
desarrollo cerebral de la cepa con fenotipo autista. Observamos que existe un aumento basal en
el contenido hipocampal de IFN-y y de MCP-1, y una marcada tendencia de TNF-a a aumentar en
los ratones macho adultos de la cepa C58/J; ademads de un menor contenido de la enzima ARG1
en esta misma region. De forma interesante, observamos que los fetos de la cepa C58/J) presentan
basalmente una reduccion en el contenido de TNF-a y de IFN-y en el cerebro total al E18. Por su
parte, las hembras mostraron un aumento en el contenido sérico de IFN-y, mientras que los
machos adultos mostraron sélo una tendencia de TNF-a en suero a aumentar.

En conclusidn, encontramos que existe una alteracidn en la trayectoria del desarrollo cerebral de
los ratones de la cepa C58/J con fenotipo autista que podria relacionarse con la disminucién en
el contenido de TNF-a y de IFN-y en el cerebro durante |la etapa embrionaria en el E18 debido a
las funciones que éstas cumplen durante el desarrollo. Mds aln, confirmamos la presencia de un
contenido aumentado de la citocina IFN-y y de la quimiocina MCP-1 en el hipocampo de los
ratones macho adultos de esta cepa, sefialando una posible relacién entre la expresion de estos
mediadores inmunoldgicos y las alteraciones gliales que hemos observado, ofreciendo una via
posible adicional para explicar los cambios dendriticos y sindpticos reportados previamente en
estos ratones.



2. Abstract

Autism spectrum disorder (ASD) refers to a set of neurodevelopmental alterations with a highly
complex etiology. A wide arrange of neurobiological traits have been identified in these disorders,
including an overactive immune response. However, the relation between these changes in
immunological activation and the observed neuronal impairments has not been fully elucidated.

The endogamic C58/) mouse strain has now been validated as a phenotypical animal model of
ASD that displays a low social preference, along with repetitive behaviors and memory
impairments. Our laboratory has previously reported that 10-week-old male mice of this strain
have fewer dendritic spines with a mature-like morphology in the CA1 hippocampal region,
besides an increase in the microglial density in the same region, indicating a likely relation
between a neuroinflammatory state and the neuronal abnormalities observed in these mice.

To determine a neuroinflammatory profile, we quantified the content of chemokine MCP-1, along
with the proinflammatory cytokines TNF-a IFN-y in the hippocampi and the sera of adult male
mice of the C58/J strain and we compared them to those of neurotypical mice (C57BL/6J). To
analyze possible changes in immune polarization, we determined the content of the inducible
nitric oxide synthase (iNOS) and arginase 1 (ARG1) in the same region. Likewise, we analyzed the
content of these cytokines and enzymes in the total brains of pups in the embryonic day 18 (E18).
Additionally, we determined the serum content of TNF-a and IFN-y in pregnant dams of both
strains on E18.

We obtained brain weight measurements of mice from both developmental stages analyzed here
and we observed there is an increase of brain mass in the C58/) pups on E18, compared to a
neurotypical strain, with a later decrease of this parameter in the adult stage, indicating an altered
developmental trajectory regarding brain mass in autistic-like mice. We observed a basal increase
in the hippocampal content of IFN-y and MCP1, with a marked trend of TNF-a to increase in adult
male mice of the C58/J strain; besides a decreased content of ARG1 in this same region, without
changes in the content of iNOS. Interestingly, we observed that embryos of the C58/J strain show
basally a reduced brain content of both TNF-a and IFN-y on E18. Furthermore, pregnant dams
showed and increased serum content of IFN-y, while adult male mice showed only a trend of
serum TNF-a to increase.

In conclusion, we found there is an altered developmental brain trajectory in mice of the C58/J
autistic-like strain, which could be related to a decreased brain content of TNF-a and IFN-y in the
embryonic stage due to their different functions during development. Moreover, we confirmed
the presence of an augmented content of IFN-y and MCP-1 in the hippocampi of adult male mice
of this strain, pointing toward a possible relation between the expression of these immunological
mediators and the glial alterations we have observed, further offering an alternative pathway to
explain the dendritic and synaptic impairments previously reported in this strain.



3. Introduccidén

El trastorno del espectro autista (TEA) se refiere a un grupo de trastornos del
neurodesarrollo en humanos que se detectan durante los primeros afios de vida y persisten hasta
la etapa adulta de los individuos. Estos se caracterizan por deficiencias en la comunicacién social
y verbal que se manifiestan a través de distintos contextos, asi como por la presencia de
conductas repetitivas y de intereses restringidos (American Psychiatric Association, 2013). La
prevalencia de estos trastornos se encuentra entre 1-2% de la poblacién a nivel mundial (Chiarotti
& Venerosi, 2020; Fombonne, 2009), la cual ha crecido sostenidamente en las ultimas décadas
(Matson & Kozlowski, 2011; Wing & Potter, 2002).

La etiologia del TEA es compleja y multifactorial, pues se han asociado a él tanto factores de riesgo
genéticos como factores de riesgo ambientales (Deng et al., 2015; Lord et al., 2020). Las
observaciones en gemelos monocigéticos con autismo sefalan una concordancia del 60-92% para
esta condicién cuando uno de los dos gemelos lo presenta; mientras que, en gemelos dicigéticos,
este factor se reduce a tan sdlo el 0-10% (Colvert et al., 2015; Le Couteur et al., 1995; Lichtenstein
et al., 2010). Asimismo, la tasa de ocurrencia para hermanos, cuando alguno de ellos presenta el
trastorno, es del 12.9% (Sandin et al., 2014), siendo en los tres casos mas alta que la prevalencia
global estimada, sugiriendo fuertes implicaciones genéticas.

Sobre los factores ambientales se ha propuesto que la exposicion prenatal a metales pesados
(Arora et al., 2017) o a farmacos teratégenos como el acido valproico (Nicolini & Fahnestock,
2018), la presencia de contaminantes en el aire (Becerra et al., 2013; Kalkbrenner et al., 2015) o
infecciones durante los dos primeros trimestres del embarazo (Atladéttir et al., 2010), podrian
asociarse con un riesgo aumentado de presentar TEA. En cuanto a este ultimo factor, se ha
especulado que la activacion inmune materna (MIA) durante la gestacidon podria jugar un papel
importante en la aparicion del TEA (Patterson, 2011), pues también existen anticuerpos dirigidos
contra epitopos del sistema nervioso central (SNC), como las proteinas mediadoras de la
respuesta a la colapsina 1/2 (CRMP1/2), la guanina desaminasa (GDA) y la proteina de unién a
microtubulos 2 (MAP2), en el plasma de madres de sujetos con TEA (Abou-Donia et al., 2019;
Ramirez-Celis et al., 2021); asi como en el plasma de infantes con TEA, dirigidos contra epitopos
del SNC como la proteina acida glial fibrilar (GFAP), la proteina basica de la mielina (MBP) y la
proteina doblecortina (DCX) (Abou-Donia et al., 2019; Mazur-Kolecka et al., 2014). Todo lo
anterior sefala que una posible desregulacidén de los componentes inmunoldgicos puede estar
presente en individuos con TEA desde la etapa prenatal y persistir hasta las etapas tempranas de
la infancia.

Mas aln, existen alteraciones en las funciones celulares del sistema inmunolégico de lo sujetos
con TEA, tales como respuestas de activacién atipicas y cambios en las subpoblaciones de
linfocitos T (Ashwood, Krakowiak, et al., 2011a; Denney et al., 1996), aumento del nimero de
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linfocitos T CD8+ y linfocitos B en sangre (Lopez-Cacho et al., 2016), cambios en la expresion de
genes y en la activacion de linfocitos natural killer (NK) (Enstrom et al., 2009; Lépez-Cacho et al.,
2016), aumento de monocitos circulantes en sangre (Sweeten et al.,, 2003) y alteracidn en la
secrecion de citocinas por parte de monocitos estimulados mediante diversos receptores tipo Toll
(TLR) (Enstrom et al., 2010), mostrando una posible relaciéon entre una respuesta inmune
exacerbada en los sujetos con TEA y la aparicién de los cambios neuronales/conductuales
observados.

Estudios post mortem en cerebros de individuos con TEA han demostrado la presencia de un
extenso proceso neuroinflamatorio observado a través de un aumento en la expresién de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), asociado a microglia reactiva, y
un aumento en el contenido de las citocinas interleucina (IL)-1pB, IL-6, factor de necrosis tumoral
(TNF-a), interferén-gamma (IFN-y), factor de crecimiento transformante-beta 1 (TGF-B1), entre
otras; ademas de un aumento en el contenido de las quimiocinas: proteina quimiotactica de
monocitos (MCP-1), IL-8 y eotaxina en diferentes regiones del SNC (Chez et al., 2007; Li et al.,
2009; Vargas et al., 2005). Estudios posteriores han reportado que existen alteraciones en la
densidad de la microglia en regiones del SNC de individuos con TEA que incluyen a la corteza
prefrontal (CPF) dorsolateral y a las cortezas frontoinsular y visual (Morgan et al., 2010; Tetreault
et al., 2012), asi como alteraciones morfoldgicas que sugieren estados andmalos de reactividad
celular (Lee et al., 2017; Morgan et al., 2010), sefialando en conjunto una fuerte relacién entre
los fendmenos de activacion inmune y el TEA. No obstante, la relacidon que existe entre los
efectores celulares y moleculares del sistema inmune en el cerebro y las funciones neuronales en
el contexto del TEA apenas comienza a ser dilucidado.

La cepa murina endogamica C58/) ha sido propuesta como un modelo animal para el estudio del
autismo idiopdtico pues presenta una baja preferencia social, conductas repetitivas y alteraciones
en la memoriay el aprendizaje (Blick et al., 2015; Ryan et al., 2010), ademds de polimorfismos de
nucledtido Unico (SNP) en genes cuyos ortdlogos en humanos han sido asociados con un riesgo
aumentado de presentar TEA, tales como neurofibromina 1 (NF1) o la proteina tipo 2 asociada a
contactina (CNTNAP2) (Barén-Mendoza et al., 2021; Moy et al., 2014).

Estudios realizados en nuestro laboratorio hallaron que los ratones macho adultos de la cepa
C58/J presentan una reduccién en la complejidad del arbol dendritico de neuronas piramidales
de la region CA1 del hipocampo (Barén-Mendoza et al., 2019), ademas de una reduccion en la
proporcién de espinas dendriticas con fenotipo maduro en esa regidon (Barén-Mendoza et al.,
2021). De forma interesante, hemos observado que existe un aumento en la densidad de la
microglia en la misma regidn del hipocampo, ademads de cambios en los tipos morfoldgicos que
presenta (Duarte-Campos, en preparacion), sefialando alteraciones en los procesos que regulan
la activacidon y, posiblemente, la migracidon de esta poblacién celular en los ratones con fenotipo



autista, sin embargo, resta por evaluar los mecanismos celulares y moleculares que subyacen
estos cambios.

Debido a todo lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo analizar la presencia de un
proceso neuroinflamatorio en la cepa C58/) con fenotipo autista a través de determinar el
contenido basal de la quimiocina MCP-1, asi como de TNF-a y de IFN-y, dos citocinas cuya
elevacion en el SNC de individuos con TEA ha sido consistentemente reportada (Matta et al.,
2019), en el hipocampo de ratones macho adultos, comparandolos con una cepa control.
Adicionalmente, como una forma inicial de determinar diferencias en la polarizaciéon de la
respuesta inmune en los cerebros de estos ratones, evaluamos el contenido de las enzimas 6xido
nitrico inducible (iNOS) y arginasa 1 (ARG1). Ademads, dada la naturaleza del desarrollo del TEA,
optamos por evaluar estos mismos marcadores en los cerebros totales de fetos en el dia
embrionario 18 (E18). Igualmente, con el fin de describir alteraciones periféricas en la respuesta
inmune de estos ratones, evaluamos el contenido de TNF-a y de IFN-y en el suero de los ratones
macho adultos y de las hembras gestantes en el E18.

4, Antecedentes

4.1  Trastornos del Espectro Autista (TEA)
4.1.1 Definicién

Los trastornos del espectro autista (TEA) se refiere a un conjunto de sindromes clinicos,
genéticos y generalizados del neurodesarrollo (Loucas et al., 2008; Tobe et al., 2012),
caracterizados por distintos grados de déficits persistentes en la comunicacién e interaccién
social, asi como la presencia de comportamientos restringidos, repetitivos y estereotipados de
acuerdo con su versiéon mas reciente del Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos
Mentales (DSM-V; American Psychiatric Association [APA], 2013) y a la Clasificacién Internacional
de Enfermedades, en su décima edicion (IDC-10) (World Health Organization, 2004).

El TEA comprende un amplio rango de trastornos del desarrollo, los cuales incluyen el trastorno
autismo, sindrome de Asperger, sindrome de Rett, trastorno desintegrativo infantil, y el trastorno
generalizado del desarrollo no especificado de otra manera (Dawson & Toth, 2015; National
Collaborating Centre for Women’s and Children’s Health, 2011; Phetrasuwan, Miles, Mesibov, &
Robinson, 2009). Estas afecciones son heterogéneas en sus manifestaciones clinicas, pero se
encuentran relacionadas entre si por la ocurrencia de déficits cualitativos en la conducta social y
la comunicacion; difiriendo, sin embargo, en el grado de penetrancia, severidad y edad de inicio
(Lord et al., 2000).



4.1.2 Diagnéstico

La Asociacion Estadounidense de Psiquiatria (APA) ha determinado cinco criterios
diagnodsticos para el TEA en el DSM-V (APA, 2013). Estos criterios se enlistan alfabéticamente de
la A ala Ey se basan en marcadores conductuales especificos. Estos criterios se muestran en la

tabla 1, junto con algunas de las caracteristicas que ayudan a su identificacién.

Tabla 1. Criterios diagndsticos para los trastornos del espectro autista (TEA) especificados

por la Asociacion Americana de Psiquiatria. @

Criterio

Caracteristicas

Déficits persistentes en la comunicacion e
A interaccion sociales a través de multiples
contextos.

Déficits en la reciprocidad social.
Déficits en los comportamientos
comunicativos no verbales usados para
la interaccion social.

Déficits para desarrollar, mantener vy
entender relaciones interpersonales.

Conductas, intereses o actividades
restringidas y repetitivas.

Uso de objetos, habla y motilidad
estereotipados o repetitivos.

Insistencia en la monotonia, apego
inflexible a las rutinas o conductas
verbales y no verbales ritualizadas.
Intereses altamente restringidos vy fijos,
anormales en intensidad o en foco.
Hiper- o hiporreactividad a estimulos
sensoriales o interés inusual por los
aspectos sensoriales del ambiente.

Los sintomas deben estar presentes en un
periodo del desarrollo temprano.

Los sintomas causan significativas
D discapacidades sociales, ocupacionales o
en otras areas funcionales importantes.

Estas alteraciones no pueden ser
E explicadas por discapacidad intelectual o
por retraso en el desarrollo global.

@ Reproducido del Manual Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales (APA, 2013).



De estos criterios, es necesario que el Ay B se presenten de forma consistente para otorgar un
diagndstico de TEA. El resto de los criterios podrdn encontrarse en menor o mayor medida
dependiendo de la severidad del trastorno.

4.1.3 Epidemiologia

El primer estudio de corte epidemiolégico sobre el TEA fue conducido hace poco mas de
cincuenta afios en el Reino Unido por Victor Lotter (Lotter, 1967). En éste se concluyé que 4 de
cada 10,000 nifios del condado de Middlesex de entre 8 y 10 afios presentaban autismo.
Posteriormente, en la década de los 1970 las estimaciones consideraban al autismo como una
condicidn poco prevalente (2 casos por cada 10,000 nifios) (Kawamura et al., 2008). Sin embargo,
de manera interesante se ha observado que durante las Ultimas dos décadas ha aumentado la
prevalencia del TEA (Sharma et al., 2018) probablemente debido a un progreso en el grado de
conciencia sobre este grupo de trastornos, asi como a la mejora de los instrumentos diagndsticos
y a una deteccion mas temprana en la vida de los sujetos con TEA (Elsabbagh et al., 2012;
Fombonne, 2009; Isaksen et al., 2013).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce una estimacion global de la prevalencia de
TEA de 1/100 personas en la poblacién general (Zeidan et al., 2022). En Estados Unidos, dos de
las encuestas nacionales mas recientes reportaron la prevalencia de TEA en 24.7/1000 individuos
de entre 3y 17 afos, durante el periodo 2014-2016 (Xu et al., 2018); y en 25/1000 individuos de
las mismas edades pero en el afio 2016, con un ligero incremento de la prevalencia (26.1/1000
individuos) en el grupo de edad de 6 a 11 afios (Kogan et al., 2018).

En México no existen datos a nivel nacional sobre la prevalencia de TEA, sin embargo, una
encuesta realizada en la ciudad de Ledn, Guanajuato, con la participacion de 12,116 nifios de ocho
afios de escuelas generales y de educacion especial, indicd una prevalencia de 8.7/1000, 86% de
los cuales correspondian a varones (Fombonne et al., 2016).

A pesar de estas diferencias en la prevalencia reportadas en diferentes estudios, es claro que la
prevalencia de hombres con TEA es mayor cuando se compara mujeres (Baio et al., 2018;
Christensen et al., 2016). Al respecto, se sugiere que esta diferencia en la proporcién de hombres
y mujeres con TEA podria derivarse de sesgos en el diagndstico, ya que los hombres tienden a
externalizar mayor nimero de alteraciones conductuales como agresividad, hiperactividad y
reducidas conductas sociales; mientras que las mujeres con TEA tienden a presentar mayor
internalizacidn de sintomas como ansiedad, depresidn y otros sintomas emocionales. Lo anterior
propiciaria un diagndstico mdas inmediato para varones con TEA, mientras que la mayor parte de
los casos en mujeres permanecerian sin diagnosticar, sobre todo aquellas con alto grado de
funcionalidad (Werling & Geschwind, 2013).



Finalmente, algunas condiciones psiquidtricas ocurren en comorbilidad con el TEA, tal como la
discapacidad intelectual (entre 45 y 63% de los nifios con TEA) (Bertrand et al., 2001), y
dificultades motoras y linglisticas, que se detectan de forma temprana (Lord et al., 2018). El
trastorno de déficit de atencidn e hiperactividad (ADHD, por sus siglas en inglés) es el trastorno
del neurodesarrollo comdrbido con el TEA mds frecuentemente diagnosticado (Leitner, 2014;
Simonoff et al., 2008).

4.1.4 Etiologia

El TEA representa un grupo de condiciones del neurodesarrollo con una base bioldgica
marcada (Yates & Couteur, 2016). El consenso general indica que el TEA no tiene una causa
etioldgica Unica, sino que es un grupo de trastornos complejos con componentes genéticos
(Vorstman et al., 2017) y ambientales (Modabbernia et al., 2017; Posar & Visconti, 2017). La
mayoria de las investigaciones se han enfocado en explicar los primeros, revelando que varios
genes relacionados con el neurodesarrollo (Guilmatre et al., 2009), con la homeostasis sinaptica
(Etherton et al., 2011a; Etherton et al., 2011b; Toro et al., 2010) con vias de sefializacion celular
(Kumar et al., 2019), con vias de degradacion proteasomal (Khalil et al., 2018), entre otros, se
encuentran alterados en el TEA. Sin embargo, el uso de estas condiciones genéticas como
indicadores de alguna de las formas del trastorno resulta desafiante ya que, no sélo muchas han
sido asociadas a algun TEA, sino que también muchas de estas variaciones se asocian al mismo
tiempo con otras condiciones neuropsiquiatricas (Guilmatre et al., 2009), dificultando la claridad
y la certeza de un diagndstico basado en estos marcadores (Petrelli et al., 2016).

Multiples aspectos de la neurobiologia han sido sugeridos para dar una explicacién etioldgica del
TEA (Lord et al., 2018), las células de la glia entre ellos, dados sus importantes roles en la
modulacién de la homeostasis cerebral (Hillen et al., 2018), plasticidad y sinapsis neuronales
(Krencik et al., 2017; F. Wang et al., 2016), los cuales son procesos involucrados en el desarrollo
del espectro autista (Hansel, 2019; Zeidan-Chulid et al., 2014).

De éstas resalta la microglia, pues estas células intervienen en varios procesos relevantes para el
desarrollo del sistema nervioso central (SNC) (Reemst et al., 2016), ademas de que cumplen un
papel preponderante en la vigilancia inmunolégica del cerebro (Ransohoff & Brown, 2012). De
manera interesante, se han hallado alteraciones en la microglia de cerebros post mortem e in vivo
de sujetos con TEA (Liao et al., 2020), las cuales se detallan en la seccion 4.4.2 de este trabajo.



4.2 Hipocampo

4.2.1 Anatomiay estructura histoldgica

El hipocampo es una de varias regiones cerebrales que conforman un sistema funcional
conocido como formacién hipocampal que, generalmente, incluye a la corteza entorrinal, el
parasubiculo, el presubiculo, el subiculo, el hipocampo y el giro dentado (GD) (Amaral & Lavenex,
2007).

En humanos, la formacién hipocampal es una regién cortical pareada en cada uno de los I6bulos
temporales (Jacobson et al., 2018). Es una estructura convoluta, elongada y prominente que
forma el margen medial del hemisferio cortical y ocupa la cavidad de la extensién temporal del
ventriculo lateral. Tiene una longitud rostrocaudal de aproximadamente 5 cm en adultos y se
ensancha en su porcién anterior, donde se inclina hacia la superficie medial del cerebro (Fig. 1A)
(Insausti & Amaral, 2012; Knowles, 1992; Schultz & Engelhardt, 2014).

Existen, ademas, caracteristicas histolégicas que permiten diferenciar a las regiones de la
formacion hipocampal. El hipocampo, fue dividido por Lorente de N6 en tres sectores basandose
en las diferencias citoarquitectonicas: CA1, CA2 y CA3, que estan conservadas filogenéticamente
entre especies, aunque con sutiles diferencias en el grosor de las capas (Fig. 1B) (Amaral &
Lavenex, 2007; Jacobson et al., 2018). Es de resaltar que la region CA1 del hipocampo muestra
una vulnerabilidad selectiva a diversos de estimulos negativos como la hipoxia, la isquemia, el
estrés oxidante y la hipoglicemia, que se observa a través de un dafo neuronal tardio (Bartsch et
al., 2015; Duvernoy et al., 2013) y cambios en las poblaciones astrociticas (Ordy et al., 1993;
Ouyang et al., 2007).

Las células piramidales representan la capa principal del hipocampo; sus dendritas se extienden
hacia la capa moleculary sus axones se prolongan a través de los colaterales de Schaffer y forman
contactos sindpticos con las dendritas de otras células piramidales en la capa molecular. Esta capa
estd densamente empaquetada en la region CA1 del hipocampo y aparece mads laxa en las
regiones CA2 y CA3 (Fig. 1B) (Amaral & Lavenex, 2007; Jacobson et al., 2018).

La franja angosta relativamente libre de células debajo la capa de células piramidales es el stratum
oriens, y contiene las dendritas basales de las neuronas piramidales y diferentes tipos de
interneuronas (Fig. 1C) (Amaral & Lavenex, 2007). La capa mas superficial del hipocampo es el
stratum lacunosum-moleculare, misma donde terminan las fibras provenientes de la corteza
entorrinal, y es donde los apices dendriticos de las células piramidales se ramifican; se continua
con la capa molecular del giro dentado (Fig. 1C) (Amaral & Lavenex, 2007).

Por otro lado, el GD es una regién cortical trilaminar dorsalmente concava (en forma de V) que
envuelve a la ultima porciéon de CA3 del hipocampo, reconocido como CA4 en algunos casos (Fig.
1B) (Duvernoy et al., 2013). Tiene una organizacién relativamente similar a la del hipocampo



(Amaral & Lavenex, 2007). En él se reconocen una capa molecular, que contiene dendritas de las
células piramidales; una capa de células granulosas, compuesta por los somas de pequefias
neuronas que reemplazan a las células piramidales del hipocampo, son unipolares y proyectan
sus dendritas hacia la capa molecular; y una capa polimorfica (Fig. 1B) (Jacobson et al., 2018).
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Figura 1. Ubicacion anatémica e histologia del hipocampo en humanos y en ratones. A)
Diagramas representativos de la ubicacion del hipocampo en el cerebro humano y de ratén. En el
humano, la porcién rostral de la formacién hipocampal corresponde en su mayoria a la corteza
entorrinal. En ratones, esta corteza se encuentra rostral a la porcién ventral del hipocampo. B)
Diagrama representativo de la histologia del hipocampo propiamente dicho en humanos y en
ratones; se muestran la ubicacién de las subregiones CA1-3 que conforman el hipocampo, y su
posicidn con respecto al giro dentado en ambas especies. C) Organizacidn histoldgica de las capas
gue conforman al Cornu Ammonis del hipocampo, tomando como referencia la posicion del soma
de las neuronas piramidales en esta regidn, y la distribucidon de sus neuritas a lo largo de la
arquicorteza hipocampal. Cornu Ammonis (1-4): CA; corteza entorrinal: CE; capa de células
granulares del giro dentado: GCL; giro dentado: GD; capa molecular del giro dentado: Mol; capa
polimdrfica del giro dentado: Pol; stratum oriens: so; stratum pyramidale: sp; stratum radiatum:
sr; stratum lacunosum: sl; stratum lacunosum-moleculare: sim. Modificado de Strange, Witter,
Lein, & Moser, 2014 y Amaral & Lavenex, 2007.

4.2.2 Funciones del hipocampo

Inicialmente, un circuito trisinaptico intrinseco y fundamentalmente unidireccional fue
caracterizado en la formacién hipocampal. Este circuito esta compuesto por fibras nerviosas que
penetran desde la corteza entorrinal a través de la via perforante hacia el giro dentado donde
estimulan a las dendritas de las células granulares del GD (sinapsis 1), las cuales proyectan sus
axones (fibras musgosas) hasta la subregion CA3 donde hacen contacto con las neuronas
piramidales de esa region (sinapsis 2), que finalmente proyectan sus fibras a lo largo de los
colaterales de Schaffer hasta la subregion de CA1 (Fig. 2) (sinapsis 3) (Amaral & Lavenex, 2007).
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Figura 2. Principales conexiones intrinsecas en el hipocampo. Esquema representativo del
circuito trisinaptico descrito clasicamente para el hipocampo. El hipocampo recibe aferencias
primordialmente de la corteza entorrinal a través de la via perforante, cuyos axones hacen
contacto con las células principales del giro dentado (células granulares). Posteriormente éstas
proyectan sus axones a través de las fibras musgosas hacia la capa CA3 del Cornu Ammonis. Las
neuronas piramidales de CA3 finalmente hacen sinapsis con las neuronas piramidales de la regién
CA1 a través de los colaterales de Schaffer. Estas Ultimas envian proyecciones de regreso hacia la
corteza entorrinal a través de axones que corren a lo largo del alveus. Cornu Ammonis (1-3): CA;
Corteza entorrinal: CE; giro dentado: GD; parasubiculo: Para; presubiculo: Pre; subiculo: Sub.
Modificado de Amaral & Lavenex, 2007.
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Los primeros hallazgos sobre la implicacidon del hipocampo en la estructuracién de ciertos tipos
de memoria provienen del estudio del paciente H.M. (Eichenbaum, 2012), en el cual se practicé
una cirugia de reseccién del I6bulo temporal medial en busca de aliviar los severos episodios de
epilepsia que sufria. Subsecuentemente, este paciente experimentd grandes dificultades para
adquirir memorias nuevas (amnesia anterégrada) y ligera pérdida de recuerdos previos (amnesia
retrégrada) sugiriendo que el hipocampo podia estar implicado en la adquisicién de nuevos
recuerdos, pero no como repositorio permanente de la memoria (Craig, 2009).

De esta forma, el hipocampo estd involucrado en la adquisicién y en la consolidacion de algunos
tipos de memoria (Duvernoy et al., 2013; Squire & Wixted, 2011), concretamente, de la memoria
declarativa o semadntica, que se refiere a la memoria de hechos y conceptos; asi como de la
memoria episddica, que permite la recoleccidon de eventos y establecer relaciones entre ellos,
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misma en la que interviene la corteza prefrontal (CPF) de manera conjunta y relevante
(Eichenbaum, 2017); y de la memoria espacial, que involucra el reconocimiento de una ubicacién
0 un objeto en el espacio fisico (Duvernoy et al., 2013; Jeye et al., 2018). Adicionalmente, la
formacion hipocampal no estd involucrada en la adquisicion de la memoria inmediata (o “de
trabajo”) asi como en el aprendizaje de una variedad de tareas no declarativas (o “implicitas”) de
largo plazo (Craig, 2009).

Ademads de la implicacién del hipocampo en la adquisicidn o codificacién de nuevos recuerdos, se
demostrd su papel en la recuperacidn — evocacién presente— de recuerdos previos (Kirwan &
Stark, 2004; Stark & Okado, 2003). Mas aun, es posible diferenciar el rol de diferentes subregiones
del hipocampo en cada una de estas actividades. Por ejemplo, Zeineh y colaboradores (2003)
observaron que las regiones de CA2, CA3 y el giro dentado muestran una aumento de actividad
durante la fase de codificacién en una tarea de asociacion de nombres con rostros, pero no
durante la fase de recuperacion, mientras que la porcién del subiculo mostré picos de actividad
durante esta ultima fase (Zeineh et al., 2003), sugiriendo la segmentacion estructural de cada una
de estas tareas en diferentes areas de la formacién hipocampal.

De igual forma, existe una division funcional del hipocampo de forma longitudinal, ya que los
polos ventral y dorsal del hipocampo cumplen funciones diferenciales en las respuestas
emocionales y en procesos relacionados con la cognicidn, respectivamente (Fanselow & Dong,
2010). Ademas, se sugiere que la porcidon anterior del hipocampo puede estar vinculada a
procesos de percepcién e imaginacion (Zeidman & Maguire, 2016). Experimentalmente se ha
demostrado que, mientras el hipocampo ventral se relaciona tanto con la adquisicién como con
la recuperacion de la memoria espacial, el hipocampo dorsal es necesario para la formacién de la
memoria espacial de trabajo, sugiriendo una divisién dorsoventral de la actividad en el hipocampo
durante una tarea de navegacion espacial (Hauser et al., 2020).

Finalmente, el GD en roedores, una subregién intimamente asociada con las regiones del Cornu
Ammonis, puede tener un papel fundamental en la diferenciacién de dos contextos o situaciones
muy parecidas entre si —separacion de patrones— la cual podria vincularse con la formacién de
nuevas neuronas en este nicho celular particular del cerebro adulto (Aimone et al., 2011; Sahay
et al., 2011), sin embargo, la evidencia directa de que algo similar ocurra en humanos es escasa.

4.2.3. Alteraciones hipocampales asociadas al TEA

Como se mencioné anteriormente, el hipocampo esta implicado en la consolidacién a
largo plazo de memorias recién formadas, sin embargo, funciones adicionales le son atribuibles
debido a su alto grado de interconexidon con otras dreas del SNC (Duvernoy et al., 2013). El
desarrollo de conductas socioemocionales adecuadas depende de la integridad funcional y
estructural de las regiones cerebrales que median la percepcién y la regulacion de las emociones
(Amaral, 2002) como es el caso del hipocampo ventral (Strange et al., 2014).
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Se ha postulado que el hipocampo puede jugar un papel fundamental en el desarrollo normal de
un nifio en cuanto a su sintaxis linglistica, semantica, pragmatica y para la integracién de estados
motivacionales con la experiencia y el aprendizaje (Delong, 1992). En ese sentido, la memoria
episddica estaria fundamental y selectivamente afectada durante el autismo, misma que depende
del hipocampo y de la CPF (Shalom, 2003).

En nifios y adolescentes altamente funcionales con TEA, el hipocampo y otras areas de la corteza
limbica poseen un volumen reducido en comparacion con controles de la misma edad (Saitoh et
al., 2001), mientras que existe informacioén contradictoria que sugiere que hay un incremento en
el volumen hipocampal de personas adolescentes con TEA (Groen et al., 2010) o en cualquier
punto del desarrollo (Geuze et al., 2005; Schumann et al., 2004), sefialando que no existen
alteraciones globales de la morfologia cerebral que puedan asociarse al TEA con entera certeza.

En tejidos post mortem, Kemper y Bauman (1993) describieron la presencia de neuronas de
menor tamafo, con mayor proximidad entre si y con arborizaciones dendriticas de complejidad
reducida (Raymond et al., 1995) en varias estructuras del sistema limbico, incluido el hipocampo.
Weigel y colaboradores (2010) analizaron los cerebros post mortem de trece sujetos con TEA,
hallando una distorsién citoarquitectonica local de la corteza entorrinal en dos de ellos, del
hipocampo en cuatro, y del giro dentado en dos mas; comparandolos con cerebros de sujetos
neurotipicos de edades similares (Wegiel et al., 2010). En este estudio concluyeron que existen
irregularidades citoarquitectdnicas debidas a un fenédmeno de displasia laminar en el hipocampo
de algunos individuos con TEA, sugiriendo anormalidades en la migracién neuronal durante el
desarrollo (Wegiel et al., 2010). Cabe resaltar, sin embargo, que los estudios en tejidos post
mortem contindan siendo escasos.

Por otro lado, no existen estudios que hayan evaluado a las poblaciones de la microglia en el
hipocampo de sujetos con TEA.

4.3  Poblaciones de células inmunolégicas en el sistema nervioso central

4.3.1. Células de origen mieloide

El compartimento de células mieloides en el SNC es ampliamente heterogéneo, pues
ademas de contener a la microglia en el parénquima cerebral, existen macréfagos asociados a los
bordes (BAM) que pueden subdividirse por su localizacién en macréfagos perivasculares,
macréfagos meningeos y macroéfagos de los plexos coroideos; ademas de células dendriticas (Fig.
3) (F. J. Quintana, 2019; T. Yang et al., 2019).
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Figura 3. Localizacion de las principales poblaciones de células mieloides en el sistema

nervioso central. El cerebro posee una compleja red de células de origen mieloide que se
distribuyen en compartimentos especificos del SNC, habilitdndolas para ejercer sus acciones de
vigilancia inmunoldgica y escaneo del ambiente. Por ejemplo, los macréfagos pueden hallarse
asociados a las meninges (MGM), a los espacios perivasculares (PVM) que se localizan entre la
membrana basal del endotelio vascular y la barrera formada por los pies de los astrocitos y a los
plexos coroideos (ChPM) donde la barrera hematoencefalica se hace menos conspicua y las
células pueden sondear tanto el ambiente cerebral como la periferia. La microglia por su parte es
una poblacién de macréfagos especializada que se instala en el parénquima cerebral durante el
desarrollo y se mantiene una poblacién estable a lo largo de la vida del animal. Modificada de
Herz et al., 2017.
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4311 Microglia

La microglia constituye el conjunto de células fagociticas mononucleares mas abundante
del SNC, representando hasta el 10% del total de las células en éste (Colonna & Butovsky, 2017).
Estas células en roedores se originan a partir de precursores eritromieloides (EMP) en el saco
vitelino alrededor del dia embrionario (E) 8, y comienzan su migracién para colonizar el cerebro
en desarrollo a partir del dia el E9.5 (Ginhoux et al., 2010; Smolders et al., 2019). En humanos, la
colonizacién del SNC por parte de la microglia derivada del saco vitelino puede detectarse de
forma temprana a las 3 semanas de gestacion estimadas (Hutchins et al., 1990) mostrando un
aumento en la densidad de células alrededor de las 4.5-5.5 semanas de gestacién, con un mayor
influjo de células hacia el cerebro a las 16 semanas (Menassa & Gomez-Nicola, 2018; Rezaie et
al., 2005; Verney et al., 2010). Ahi persisten a lo largo de la vida del animal y mantienen su
densidad constante mediante tasas equilibradas de division y de muerte celular (Fig. 4) (Ajami et
al., 2007; Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012).

En el caso de la microglia en roedores, la colonizacion del SNC se da en, por lo menos, tres fases:
la primera entre el E10.5 y el E14.5 con un incremento gradual de células en el cerebro, la cual
coincide con la consolidacion de la barrera hematoencefélica (BHE) (Ginhoux et al., 2010, 2013);
seguida de una segunda fase entre el E14.5 y E15.5 donde la densidad de la microglia aumenta
dramaticamente debido a la proliferacion local de estas células, y una tercera fase hasta el E17.5
donde el incremento de células es menos pronunciado (Fig. 4) (Swinnen et al., 2013), sefialando
los complejos patrones de migracidn y colonizacidn que estas células siguen durante el desarrollo
del SNC.

Evidencia experimental adicional obtenida de estudios en roedores sugiere la existencia de
subpoblaciones de microglia con una ontogenia distinta. Por ejemplo, una poblacién de células
de microglia Hoxb8+ que se origina durante la segunda oleada de hematopoyesis en la regién de
la aorta-génada-mesonefros y en el higado fetal coloniza el SNC hacia el E12.5 (Fig. 4) (De et al.,
2018), sugiriendo pueden existir subpoblaciones con funciones distintas en etapas tempranas del
desarrollo.
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Figura 4. Patrones de migracion de la microglia hacia el SNC durante el desarrollo. En

roedores, la microglia se origina antes del dia embrionario (E) 8 en el saco vitelino para migrary
colonizar el cerebro fetal a partir del E9.5. Existen dos olas posteriores de aumento en la densidad
de microglia debidas a eventos de proliferacion local y una contribucién pequefia de las células
periféricas, respectivamente. En el cerebro adulto en estado homeostatico no existe contribucién
de monocitos circulantes derivados de la médula ésea a la poza de microglia. Modificada de Prinz
et al., 2019.

La distribucién de la microglia es ubicua a lo largo del SNC pero no uniforme, observandose una
mayor densidad de estas células en regiones como el hipocampo y los ganglios basales, asi como
menor densidad en tractos nerviosos y en el tallo cerebral (Lawson et al., 1990).

Sobre las funciones de la microglia, clasicamente se ha descrito su capacidad para responder de
forma rapida a estimulos de dafio (Napoli & Neumann, 2009; Nimmerjahn et al., 2005) por lo que
se les considera las principales mediadoras de la respuesta inmunoldgica innata del SNC (Kofler
& Wiley, 2011; Streit et al., 2005). De manera analoga a lo que se ha establecido candnicamente
para macréfagos periféricos, la microglia puede adquirir por lo menos dos perfiles de activacion
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distintos, el perfil M1 (activaciéon clasica) y el perfil M2 (activacién alternativa), cada uno con
caracteristicas fenotipicas y funciones secretoras distintas (Tang & Le, 2016).

El perfil M1 se asocia a respuestas vinculadas a infecciones y lesiones por trauma en el SNC debido
a la estimulacién de la microglia por productos de origen bacteriano o patrones moleculares
asociados a dano celular (DAMP) (Colton, 2009), y se caracteriza por la secrecién de citocinas
proinflamatorias como factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interferén-gamma (IFN-y),
interleucina (IL)-6, IL-18 e IL-12 (Colton & Wilcock, 2012) (Fig. 5); las cuales, de manera
interesante, se encuentran elevadas en el liquido cefalorraquideo (LCR) y en diversas regiones del
SNC de individuos con TEA (Chez et al., 2007; Li et al., 2009; Vargas et al., 2005), indicando una
posible desregulacion de este perfil de respuesta celular por parte de la microglia en estos sujetos.
Adicionalmente, la microglia M1 se caracteriza por una expresiéon elevada de moléculas de
superficie como el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase II, clister de
diferenciacién 68 (CD68), CD16/32 vy la sintasa de éxido nitrico inducible (iNOS) (Moehle & West,
2015) (Fig. 5).

Por su parte el perfil M2 puede tener diferentes subtipos que dependen del estimulo que activa
a la microglia y del tipo de respuesta que se monta preferentemente (Martinez et al., 2008), pero
en general se relaciona con la respuesta antiinflamatoria que implica la reparacién del tejido
afectado, la fagocitosis de los restos celulares y la desactivacion de la respuesta inmunitaria
M1/Th1 (Colton & Wilcock, 2012). La secrecion de las citocinas IL-4, IL-10, IL-13 y factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-B); asi como de las quimiocinas CXCL13 y CXCL4; y la expresion
aumentada del receptor de manosa tipo C1 (CD206) y la enzima arginasa 1 (ARG1) se asocian a
este tipo de respuesta celular (Hamilton et al., 1999; Tang & Le, 2016) (Fig. 5).

Adicionalmente, una diversidad de subpoblaciones de la microglia se ha descrito a partir de
técnicas de secuenciacién de célula unica. Hammond y colaboradores (2019) reportaron la
existencia de por lo menos de nueve subpoblaciones de microglia distintas de acuerdo con firmas
transcripcionales particulares (Hammond et al., 2019; Tan et al., 2020). Esta heterogeneidad entre
subpoblaciones de microglia puede darse de maneras regién- y tiempo-especifica, pues existe
una mayor diversidad de perfiles transcripciones durante las etapas tempranas del desarrollo,
que disminuye en el cerebro adulto, pero se enriquece en el cerebro envejecido (Hammond et
al., 2019; Masuda et al., 2019). A su vez, la presencia de enfermedades neurodegenerativas, como
esclerosis multiple, o lesiones del SNC, como se relacionan con la aparicién de subtipos
especificos de microglia en respuesta al proceso patoldgico particular (Masuda et al., 2019),
sefalando la enorme capacidad plastica de esta poblacion, que es dependiente del
microambiente y del contexto celular. De manera interesante, en el cerebro de los individuos con
TEA, la microglia es una de las poblaciones celulares que muestra una mayor expresion diferencial
de genes a nivel de la CPF, en comparacidén con sujetos neurotipicos, sefialando una posible
implicacion de estas células en el desarrollo de este trastorno (Velmeshev et al., 2019).
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Figura 5. Marcadores proteicos asociados a los perfiles M1/M2 de la microglia. La

microglia, como los macréfagos en tejidos periféricos, exhiben un espectro de activacién
inflamatorio que oscila entre los fenotipos M1/M2. El fenotipo M1 se asocia cominmente a la
estimulacion por patégenos y DAMPs; es un conjunto de mecanismos celulares para la
eliminacién del patégeno o de la fuente de marcadores de dafio, y evitar su diseminacién. Por su
parte el perfil M2 se asocia comiUnmente a la resolucién del perfil M1, asi como la reparacién del
dano tisular tras un insulto inmunogénico. Cada uno de estos perfiles se asocia la produccién de
ciertas proteinas que cumplen funciones especificas en cada momento de un evento inflamatorio.
La microglia puede exhibir perfiles de expresién génica que se localizan a lo largo de un espectro
de activacion, el cual pueden transitar segun las necesidades del tejido. Modificada de Jurga et
al., 2020.

En afios recientes también se ha descrito la participacidn de la microglia en procesos relevantes
para la fisiologia del SNC en homeostasis (Kettenmann et al., 2013). En su estado basal, la
microglia sondea el entorno neuronal mediante sus procesos celulares, cuya motilidad elevada
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las capacita para hacer contacto con puntas sinapticas de forma constante (Davalos et al., 2005;
Nimmerjahn et al., 2005). A su vez, esta motilidad se relaciona con su habilidad para eliminar
sinapsis débiles mediante fagocitosis en el hipocampo posnatal en un proceso conocido como
poda sindptica, y cuya deficiencia se asocia a alteraciones en la conectividad neuronal y a
deficiencias en la conducta social en ratones (Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014).

Evidencia adicional indica un papel relevante de la microglia en la ontogenia del SNC a través de
la estimulacion del crecimiento y del direccionamiento axonal (Pont-Lezica et al., 2014; Squarzoni
et al., 2014), la induccidn de sefiales de sobrevida neuronal mediante factores solubles como el
factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1) (Shigemoto-Mogami et al., 2014; Ueno et al., 2013), la
induccion de apoptosis neuronal y la remocién de restos celulares por fagocitosis (Sierra et al.,
2010; Wakselman et al., 2008), ademas de promover la formacion de espinas dendriticas por
contacto celular en la corteza somatosensorial posnatal (Miyamoto et al.,, 2016); lo anterior
evidencia la importancia de la microglia y su funcion fagocitica en el desarrollo temprano y en el
mantenimiento de las homeostasis del SNC adulto.

De forma constitutiva, la microglia expresa el marcador de superficie de macréfagos CD11b y
posee un fenotipo en homeostasis que se caracteriza por una baja expresién de proteinas del
MHC de clase Il (Kreutzberg, 1996; Sedgwick et al., 1991) y una baja expresién de moléculas co-
estimuladoras (Kaur et al., 2010; Menendez Iglesias et al., 1997; Satoh et al., 1995).

Se ha reportado que la morfologia de la microglia puede servir como un indicador de su estado
reactivo (Giulian, 1987; Suzumura et al., 1991). En el estado homeostatico, estas células poseen
una morfologia altamente ramificada, con largos procesos cuyas terminaciones son bulbosas,
posibilitando la vigilancia del microambiente circundante (Nimmerjahn et al., 2005). Mas aun,
estas proyecciones forman zonas de contacto con las terminales sindpticas in vivo a razén de una
vez por hora en condiciones fisiolégicas (Wake et al., 2009).

43.1.2 Macroéfagos perivasculares (PVM)

Los macréfagos perivasculares (PVM) se localizan fuera del parénquima cerebral, entre las
los vasos sanguineos que irrigan el SNC y los pies terminales de los astrocitos que conforman la
barrera hematoencefalica (Fig. 2) (Herz et al., 2017), y tienen un origen embrionario, pues derivan
del saco vitelino o del higado fetal (Goldmann et al., 2016). Los PVM participan en el
mantenimiento de la barrera hematoencefalica en zonas de alta permeabilidad (Willis et al.,
2007), ademads de que se ha sugerido su participacion en la presentacién de antigenos a linfocitos
T en el contexto de un modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (Hickey &
Kimura, 1988). Se reconoce su marcada actividad fagocitica (Faraco et al., 2017), y se sugiere que
pueden facilitar el drenaje linfatico a través de la via glinfatica, donde participan la glia del
parénquima cerebral y la glia limitante (T. Yang et al., 2019), asi como a través de la via de drenaje
perivascular intramural (Carare et al., 2008).
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43.13 Macréfagos meningeos (MGM)

Los macréfagos meningeos (MGM) se encuentran asociados a la vasculatura de la
piamadre y en el estroma del espacio subaracnoideo en el estado homeostatico (Fig. 2)
(Ransohoff & Cardona, 2010). Los MGM derivan de precursores embrionarios, sin la necesidad de
un intermediario monocitico, y permanecen en las meninges hasta la adultez (Goldmann et al.,
2016). Su localizacién los predispone para detectar una variedad de estimulos asociados a
infecciones o dafo tisular en el LCR del espacio subdural (Herz et al., 2017). De manera
importante, pueden tener un papel importante en tareas cognitivas pues en ratones entrenados
con la prueba del laberinto acuatico de Morris se observé un aumento en el nimero de linfocitos
T CD4+ con actividad secretora de IL-4, los cuales estimulan a los MGM para generar un ambiente
antiinflamatorio (Derecki et al., 2011). En ratones inmunodeficientes se observé una disminucidn
en la adquisicion de la memoria espacial con la misma prueba conductual, la cual se rescata
cuando se inoculan de manera intravenosa con macrofagos estimulados in vitro con IL-4 (Derecki
et al.,, 2011), sefialando la relevancia de esta poblacion de células mieloides en procesos
cognitivos.

4314 Macréfagos de los plexos coroideos (ChPM)

Los plexos coroideos son estructuras compuestas por células epiteliales cubicas ciliadas
gue delinean un estroma con una alta densidad de vasos sanguineos fenestrados, los cuales son
responsables de la secrecion de LCR hacia las cavidades ventriculares (Prinz et al., 2017). Los
macroéfagos de los plexos coroideos (ChPM) se ubican en el estroma de los plexos coroideos (Fig.
2) (Ransohoff & Cardona, 2010). Contrario a lo que se observa en las poblaciones de microglia,
PVM y MGM, las poblaciones de ChPM reciben una contribucién importante de monocitos
circulantes en sangre, la cual depende del receptor quimiotactico CCR2 (Goldmann et al., 2016).
Aunque las funciones de los ChPM durante la homeostasis se conocen poco, se sabe que tienen
la capacidad de presentar antigenos a linfocitos T (Schwartz & Baruch, 2014), ademas de que hay
evidencia que sugiere que pueden ser fuente de IL-10 que favorece la generacién de un ambiente
antiinflamatorio en el SNC (Kunis et al., 2015). Se ha sugerido también que pueden tener una
participacién importante en la fagocitosis y eliminacién de desechos celulares presentes en la
interfase sangre-LCR (Baruch et al., 2015).

43.15 Células dendriticas (DC)

Las células dendriticas (DC) se diferencian a partir de células troncales hematopoyéticas
gue dan origen a células progenitoras mieloides comunes y, subsecuentemente, a células
progenitoras de macréfagos y DC, de las cuales se origina el progenitor comun de DCs (Colton,
2013). Este progenitor puede seguir dos vias para originar 1) células dendriticas plasmacitoides
(pDC) o 2) precursores de células dendriticas (pre-DC) que egresan a la circulacién para migrar a
los tejidos y diferenciarse terminalmente a células dendriticas clasicas (cDC) (D’Agostino et al.,
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2012; Liu et al., 2009). Las poblaciones de DCs en las meninges y los plexos coroideos reciben una
contribucidn importante de monocitos derivados de la sangre (Chinnery et al., 2010), lo que indica
gue las DCs poseen un recambio constante en el SNC. En el cerebro sano, las DC se localizan en
las meninges, en zonas con mayor permeabilidad de la BHE, como los plexos coroideos y los
drganos circunventriculares, y en el LCR (Fig. 2) (Bulloch et al., 2008; De Graaf et al., 2011; E.
Quintana et al., 2015). Por su localizacion, se piensa que en el estado homeostatico pueden actuar
como un puente de comunicacidon importante entre la periferia y el parénquima cerebral
(Clarkson et al., 2012), sin embargo su participacién en el equilibrio homeostatico del cerebro
sano permanece sin ser explorada.

Por otro lado, la contribucion de las DC al estado patolégico ha sido caracterizado mads
extensamente. En modelos experimentales murinos, las poblaciones de DC en el SNC son capaces
de captar y de procesar antigenos como la proteina basica de mielina (MBP), migrar a nodos
linfaticos a través de vias aferentes y presentarlos a linfocitos T en la periferia en un modelo
murino de EAE (Dittel et al., 1999), ademas de mediar la invasion de células inmunes hacia el SNC,
re-estimular e inducir la expansion de linfocitos T que han sido activados periféricamente, en un
modelo de esclerosis multiple (Greter et al., 2005; Paterka et al., 2016). De manera interesante,
las DC tienden a acumularse en zonas donde ocurren lesiones debidas a esclerosis multiple con
mayor frecuencia, como el area periventricular y tractos nerviosos adyacentes (Prodinger et al.,
2011), lo que sefiala el papel relevante de esta poblacién de células mieloides en la patogénesis
de enfermedades neurodegenerativas.

4.4  Alteraciones inmunoldgicas asociadas al TEA

Como se menciond antes, existen una serie de factores ambientales que se relacionan con
un riesgo aumentado de la aparicion del TEA, entre los que destacan la presencia de metales
pesados durante la gestacién (Arora et al., 2017), contaminantes del aire (Becerra et al., 2013;
Kalkbrenner et al., 2015) o infecciones virales durante las etapas tempranas del embarazo
(Atladéttir et al., 2010). En cuanto a este uUltimo factor, se ha especulado que la activacion inmune
materna (MIA) durante la gestacién podria jugar un papel importante en el desarrollo del TEA
(Hanamsagar & Bilbo, 2017; Patterson, 2011) gracias a la presencia de anticuerpos dirigidos
contra epitopos del SNC fetal en el suero de madres de nifilos con TEA (Singer et al., 2008); y en el
suero de nifios con TEA (Abou-Donia et al., 2019; Mazur-Kolecka et al., 2014; Singer et al., 2006),
sefalando que una desregulacién de los componentes inmunoldgicos puede estar presente en
las madres de individuos con TEA desde la etapa gestacional y persistir en el individuo con TEA
hasta las etapas tempranas de la infancia.

De forma interesante, existen alteraciones periféricas en las funciones celulares del sistema
inmunoldgico de lo sujetos con TEA, tales como respuestas de activacidn atipicas y cambios en
las subpoblaciones de linfocitos T (Ashwood, Krakowiak, et al., 2011a; Denney et al., 1996),
aumento del nimero de linfocitos T CD8+ y linfocitos B en sangre (Lépez-Cacho et al., 2016),
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aumento de monocitos circulantes en sangre (Sweeten et al., 2003), y un aumento en la expresion
de la enzima iNOS en neutrofilos (Nadeem, Ahmad, Attia, et al., 2019) y en monocitos (Nadeem
et al., 2018) aislados de nifios con TEA; sefialando la presencia de una fuerte desregulacion de los
componentes inmunoldgicos en estos sujetos.

4.4.1 Neuroinflamacion

El concepto de neuroinflamacidn refiere a una serie de eventos biolégicos que llevan a la
actividad y a la proliferacién sostenidas de las células gliales tras una lesion, una infeccién o
durante una patologia propia del SNC, y se ha propuesto que puede alterar las funciones
cerebrales (Matta et al.,, 2019). De forma caracteristica tanto la microglia como los astrocitos
sufren cambios morfoldgicos y transcripcionales que llevan a la liberacién de factores
proinflamatorios en respuesta a estos estimulos deletéreos (Hanisch & Kettenmann, 2007;
Parpura et al., 2012).

La presencia exacerbada de factores proinflamatorios en el contexto de la neuroinflamacion
puede producir alteraciones estructurales y funcionales de las redes neuronales. Por ejemplo, la
produccion de novo de TNF-a en el contexto de la neuroinflamacién puede potenciar los eventos
de excitotoxicidad neuronal a través de reducir la captura de glutamato por parte de los
astrocitos, a la vez de aumentar la cantidad de receptores AMPA y NMDA en la membrana celular
y reducir la cantidad de receptores GABA en neuronas inhibitorias, produciendo un desbalance
en la tasa de excitacidn/inhibitacion en el cerebro (Olmos & Lladd, 2014), siendo éste Gltimo un
rasgo propuesto como relevante para la aparicién del TEA (Gao & Penzes, 2015).

Diversos reportes han hallado alteraciones en las concentraciones de citocinas y quimiocinas pro-
y antiinflamatorias, tanto en la periferia (Ashwood, Krakowiak, et al., 2011b), como en el mismo
sistema nervioso central (Vargas et al., 2005; Wei et al., 2011) de los individuos con TEA. Un
metaanalisis realizado a partir de 17 estudios, que reunieron mas de 700 individuos con TEA,
arrojé que existe un aumento consistente en las concentraciones séricas de IL-1B, IL-6, IFN-y y
MCP-1 en estos sujetos (Masi et al., 2015). Un resumen no exhaustivo sobre los hallazgos
concernientes a estos factores solubles en el SNC de individuos con TEA, comparados con sujetos
neurotipicos, se presenta en la tabla 2.
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Tabla 2. Cambios en el contenido de factores solubles pro- y antiinflamatorios en el SNCy en el
suero de sujetos con TEA (Modificado de Matta el al., 2019)

Cl?oc.ma./ Muestra UEIELDC L Hallazgo Referencia
Quimiocina muestra
Aumento de la tasa de (Chez et al.,
LCR:Suero TEA: 10 TNF-a en LCR:suero 2007)
TNF-a TEA: 8
Tejido cerebral NT: 8 Aumento en la CCF (Li et al., 2009)
. TEA: 6 (Wei et al.,
Tejido cerebral NT: 6 Aumento en el CBL 2011)
. TEA: 7 (Vargas et al.,
IL-6 Tejido cerebral NT: 7 Aumento en la CCA 2005)
. TEA: 8 .
Tejido cerebral NT: 8 Aumento en la CCF (Li et al., 2009)
EA: . . .
IL-1B Tejido cerebral LTASS Sin cambios (Li et al., 2009)
Tejido cerebral LETASS Aumento en la CCF (Li et al., 2009)
IFN-y )
TEA: 7 (Vargas et al.,
LCR NT: 7 Aumento 2005)
Teiido cerebral TEA: 7 Aumento en CCAy en
MCP-1 ) NT: 7 CBL (Vargas et al.,
(ccL2) TEA: 6 2005)
LCR NT: 6 Aumento
TEA: 8
Tejido cerebral NT: 8 Aumento en la CCF (Li et al., 2009)
IL-8 X
TEA: 6 (Vargas et al.,
LCR NT: 6 Aumento 2005)
.. TEA: 7 (Vargas et al.,
IL-10 Tejido cerebral NT: 7 Aumento en la CCA 2005)
IL-4 Tejido cerebral LI:ZI_ASS Sin cambios (Li et al., 2009)
IL=5 Tejido cerebral LI:ZI_ASS Sin cambios (Li et al., 2009)

TEA Trastorno del espectro autista (sujetos)

NT Neurotipico (sujetos)

LCR Liquido cefalorraquideo
CF Corteza cerebral frontal

CBL Cerebelo

CCA Corteza del cingulo anterior
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Por otro lado, no existen estudios que hayan evaluado posibles alteraciones en las poblaciones
de células mieloides y linfoides asociadas a los bordes del SNC en el contexto del TEA, pues la
mayor parte de los estudios se han enfocado en explorar los cambios asociados a los macréfagos
del parénquima cerebral-la microglia— en este grupo de trastornos, como se describe a
continuacion.

4.4.2 Alteraciones de |la microglia asociadas al TEA

Multiples reportes describen alteraciones en la microglia de varias regiones del SNC de
personas con TEA. Por ejemplo, uno de los reportes iniciales realizado en cerebros post mortem
de personas con TEA hallé un aumento en la inmuno-reactividad a la proteina HLA-DR, la cual
forma parte del complejo principal de histocompatibilidad en humanos, en la sustancia gris y en
la sustancia blanca del cerebelo, comparada con cerebros de individuos neurotipicos.

Posteriormente, un estudio evalud la localizacidn espacial de la microglia en la CPF dorsolateral
de cerebros post mortem de personas con TEA, y hallé una distribucidn anormalmente proxima
de la microglia con los somas neuronales a 25, 75 y 100 um, cuando se compard con cerebros de
individuos neurotipicos (Morgan et al., 2012). Un estudio adicional reporté de manera cualitativa
la presencia de agrupamientos, o clusters, de microglias en la corteza temporal de individuos con
TEA (Lee et al., 2017). Lo anterior sefala que existen alteraciones en la localizacion de la microglia
gue sugieren un aumento en el grado de contacto entre ésta y las neuronas de la corteza cerebral.

También existe un aumento en la densidad de la microglia en la CPF dorsolateral (Morgan et al.,
2010), y en las cortezas frontoinsular y visual (Tetreault et al., 2012) de los individuos con TEA, lo
cual frecuentemente se correlaciona con un aumento en la reactividad de estas células
(Kettenmann et al., 2011).

Los cambios morfoldgicos de la microglia que van de una forma ramificada, con soma reducido y
procesos celulares finos hacia un soma y procesos celulares hipertréficos, reducidos en longitud
y en numero, se han correlacionado con la conversién de la microglia de un estado homeostatico
a un estado reactivo tras un estimulo aversivo en el SNC (Kettenmann et al., 2011; Kovacs, 2018).

En cerebros post mortem de individuos con TEA, existen alteraciones morfoldgicas en la microglia
gue se observaron a través de un aumento en el volumen del soma, con una retraccion vy
ensanchamiento de los procesos celulares en la CPF dorsolateral (Morgan et al., 2010), en la
corteza temporal (Lee et al., 2017) y en la amigdala de una proporcién de los sujetos analizados
(Morgan et al., 2014).

De manera interesante, un estudio realizado en cerebros in vivo de individuos con TEA a través
de tomografias de emisidn de positrones (PET) reveld que existe un aumento en la proporcién de
microglia reactiva a lo largo de varias regiones del SNC como el cerebelo, el mesencéfalo y la
corteza orbitofrontal (Suzuki et al., 2013).
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Finalmente, un estudio evalud la expresidon de genes gliales en la CPF de cerebros post mortem
de individuos con TEA, hallando un aumento en la expresidon de los genes DAP12, TREMZ2 y
CX3CR1, los cuales se expresan de manera preferencial pero no exclusiva por la microglia
(Edmonson et al., 2014), indicando la presencia de alteraciones en el estado homeostatico de las
poblaciones de células fagociticas del SNC, incluyendo a la microglia.

Lo anterior, en conjunto, seiala la existencia de un fenotipo reactivo de la microglia en el SNC de
los individuos con TEA, que puede observarse a través de cambios en la densidad de células,
alteraciones en su morfologia con respecto al estado homeostatico y cambios en su expresién
génica.

4.5 Modelos animales para el estudio del TEA

Los modelos animales representan una oportunidad Unica para integrar aspectos
conductuales del TEA, con imagenologia cerebral in vivo y con la caracterizacion celular y
molecular del tejido post mortem en un mismo individuo (Bauman & Schumann, 2018).

A pesar de que ciertos componentes del TEA presentes Unicamente en humanos no pueden ser
reproducidos en su totalidad por los modelos animales, algunos de ellos con endofenotipos
relevantes pueden ofrecer herramientas Utiles para el estudio de este grupo de trastornos
(Bauman, Crawley, & Berman, 2019; Homberg et al., 2016).

Los ratones de laboratorio de la especie Mus musculus son particularmente adecuados para
modelar aspectos conductuales del TEA pues se conoce a detalle su comportamiento natural,
ademads de ser generalmente sociales, con un numero de interacciones entre individuos
facilmente medibles, asi como pautas de comunicacién que se expresan a través de sefiales
olfatorias y vocalizaciones (Bauman et al., 2019; Hrabovska & Salyha, 2016).

A la fecha se han desarrollado mas de setenta modelos murinos para el TEA, creados a través de:
(1) manipulaciones farmacolégicas y ambientales, como el modelo en roedores de exposicidén
prenatal a acido valproico (VPA) (Nicolini & Fahnestock, 2018; Rodier et al., 1996), o por MIA
inducida durante la gestacion (Bergdolt & Dunaevsky, 2019); (2) mutaciones en genes vinculados
a sindromes que aparecen en comorbilidad con el TEA, como el gen Fmrl que se asocia al
sindrome de X fragil (Moy et al., 2006); (3) mutaciones en genes de riesgo relacionados con
formas no sindromicas del TEA, como los ratones knockout (KO) para los genes Shank1 y Nrxnla
(Bey & Jiang, 2014).

No obstante, dado que una caracteristica observada del TEA es su heterogeneidad genética y
fenotipica, y dado que los casos de TEA asociados a genes de riesgo representan tan sélo 10-20%
de todos los casos (Geschwind, 2011), el uso de modelos murinos monogénicos para su estudio
limita la captacién de la complejidad de este grupo de trastornos (Moy et al., 2006), por lo que la
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crianza endogdmica de cepas definidas conductualmente como “tipo autistas”, tales como las
cepas BTBR T+ tf/J (BTBR) y C58/J, ha surgido como una alternativa relevante para definir aspectos
experimentales del TEA en un modelo animal (Bauman et al., 2019; Bey & Jiang, 2014; Ellegood
et al.,, 2015).

4.5.1 Alteraciones neuroinmunoldégicas en modelos murinos para el estudio del TEA

Como se menciond antes, varios modelos murinos de autismo han sido ampliamente
validados en cuanto a las alteraciones conductuales y sindpticas que presentan. De manera
concordante con lo que se observa en sujetos con TEA, una diversidad de alteraciones
inmunoldgicas y de la glia han sido identificadas en estos modelos animales.

En el modelo murino de exposicidon prenatal a VPA existe una elevacién en el contenido de
citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a en el cerebro total (Hegazy et al.,, 2015); pero
también de forma region especifica en la CPF, el cerebelo, el hipocampo y en el nucleo estriado,
comparado con los animales control (Luhach et al., 2021), asi como una disminucién en el
contenido de la citocina antiinflamatoria IL-10 en esas mismas regiones (Luhach et al., 2021).
También, los animales expuestos prenatalmente a VPA muestran un aumento en el contenido de
la proteina Iba-1 en la corteza cerebral, acompafiado de un incremento en la expresion de los
genes IIb, 16 y Tnfa (Ggssowska-Dobrowolska et al., 2020).

Por su parte, en los modelos de MIA se observan alteraciones conductuales en la descendencia
gue incluyen una baja preferencia social y deficiencias en la conducta de exploracién (Shi et al.,
2003), convirtiéndolos en modelos valiosos para el estudio del TEA. De manera muy consistente,
este modelo presenta alteraciones en el contenido cerebral de citocinas proinflamatorias como
TNF-q, IL-1B e IL-6 (Meyer et al., 2007), asi como un aumento en la expresién cerebral de la enzima
iNOS (Paintlia et al., 2004) y de la quimiocina MCP-1 (Liverman et al., 2006). Ademas, la presencia
de la IL-6 materna es critica para inducir las alteraciones conductuales y transcripcionales en los
productos (Smith et al., 2007).

La cepa murina endogamica BTBR ha sido validada como un modelo muy relevante para el estudio
del TEA pues muestra cambios conductuales que indican una baja preferencia social, una
disminucion de la capacidad comunicativa y conductas repetitivas (McFarlane et al., 2008). En
esta cepa de ratones existe una elevacion en el contenido de inmunoglobulinas isotipo (1gG) en
diversas regiones del SNC que incluyen la corteza cerebral, el hipocampo y el cerebelo; ademas
de un incremento en el contenido de las citocinas IL-1f, IL-18 e IL-33 en homogenizados de
cerebros totales, en comparacién con una cepa control (Heo et al., 2011), y aumentos en el
contenido de IL-6 e IL-12 de manera region especifica (Careaga et al., 2015; Heo et al., 2011). Los
ratones de esta cepa presentan una elevacién en el nimero de células de la microglia en
preparaciones de cerebro total, en comparacién con una cepa control (Heo et al., 2011). También
los niveles de expresion de la enzima iNOS se encuentran elevados en homogenizados de cerebro
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total y de cerebelo de ratones adultos de la cepa BTBR (Ahmad et al., 2019; Nadeem, Ahmad, Al-
Harbi, et al., 2019), sefialando también la presencia de alteraciones relacionadas con el estrés
oxidante en esta cepa de ratones.

Los datos anteriores sefialan que los modelos murinos para el estudio del TEA representan una
opcién muy valiosa, no sélo por su capacidad para recapitular rasgos particulares de las conductas
comunmente asociadas al trastorno, sino porque ademas presentan alteraciones inmunoldgicas
similares a las que se han reportado en sujetos humanos con TEA, brindando una oportunidad
adicional para hallar explicaciones desde la perspectiva bioquimica y biomédica para estos
cambios, y su relacién con las deficiencias conductuales observadas.

En este sentido, varios reportes informan sobre la efectividad de los tratamientos con
inmunomoduladores sobre las conductas asociadas al TEA en los modelos murinos antes
mencionados. Por ejemplo, el uso del compuesto inmunomodulador VGX-1027, un inhibidor de
las vias de sefalizacion del factor nuclear (NF)-kB y de p38 (perteneciente a la via de proteinas
cinasas activadas por mitdgenos [MAPK]) en macrdfagos tanto in vitro como ex vivo (Stojanovic
etal., 2007), probd ser efectivo en la atenuacion de las conductas repetitivas y ansiosas en ratones
de la cepa BTBR de 6 a 7 semanas de edad, ademas de potenciar la interaccidon social entre los
animales; con una reduccién concomitante de la expresion de las citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-
vy de la enzima iNOS en tejido cerebral (Ahmad et al., 2019).

Efectos similares han sido reportados al utilizar otras drogas inmunomoduladoras como el
fingolimod (FTY-720), un ligando no selectivo del receptor a esfingosina-1-fosfato (S1P1)
comunmente utilizado en la clinica para tratar los sintomas de la esclerosis multiple. Este
compuesto mostré efectividad para aumentar la interaccién social y las respuestas vocales entre
ratones machos y hembras de 8 semanas de edad de la cepa BTBR, con un aumento en la
expresion hipocampal del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y neuregulina 1,
ademads de restaurar el contenido hipocampal de la citocina IL-18 (De Simone et al., 2020).
Resultados comparables han sido reportados al utilizar este mismo compuesto en el modelo
murino de TEA inducido por exposicion gestacional a VPA (Wu et al., 2017), incluyendo una
recuperacion en la densidad de células Iba-1* en la regién CA1 del hipocampo, ademas de una
reduccion en el contenido de IL-6 en esa misma region (Wu et al., 2017).

Finalmente, como se menciond anteriormente, IL-6 es una citocina critica en la induccion de los
cambios conductuales observados en los modelos de MIA (Smith et al., 2007). En ese mismo
estudio, Smith y colaboradores (2007) probaron que al coadministrar un estimulo de dacido
poliinosinico-policitidilico (poli-l:C)-analogo funcional de una infeccién viral-y un anticuerpo anti-
IL-6 durante la gestacidn, se pueden bloquear los cambios conductuales y transcripcionales
inducidos por la MIA en la progenie, sefialando que el antagonizar vias proinflamatorias
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especificas puede ser relevante en la atenuacion de las conductas alteradas en el contexto del
TEA.

4.5.2 La cepa murina C58/) como modelo de estudio para el TEA

La cepa murina C58/) fue desarrollada por McDowell en 1921 mediante el cruce
endogamico de ratones provenientes de la reserva Lathrop (The Jackson Laboratory, 2009).
Haciendo uso de pruebas conductuales desarrolladas para esta especie, se ha demostrado que
los ratones de esta cepa exhiben conductas repetitivas que se expresan a través de
levantamientos, saltos verticales y piruetas que aparecen temprano en el desarrollo y persisten
hasta la adultez (Blick et al., 2015; Ryan, Young, Crawley, Bodfish, & Moy, 2010). Ademas,
presentan preferencia por un mismo objeto; perfiles de hiperactividad (Blick et al., 2015); déficits
sociales que se manifiestan a través de una disminuida preferencia social y una disminuida
transmisién de la preferencia por comida; ademas de estereotipias motoras y un bajo desempeno
en el laberinto de T (Moy et al., 2008; Ryan, Young, Crawley, Bodfish, & Moy, 2010), lo que indica
gue poseen pautas de comportamiento similares a las de los sujetos con TEA.

Sobre el perfil genético de la cepa, un estudio hallé la presencia de polimorfismos de nucledtido
unico (SNP) en 97 genes de la cepa C58/J) tales como CACNA1C, GABRA5 y GABRBI1, que se
relacionan primordialmente con funciones neuronales; y cuyos ortélogos en humanos se han
asociado al TEA como factores de riesgo (Moy et al., 2014). En nuestro laboratorio se halld que,
en adicidn a los ya reportados por Moy y colaboradores (2014), existen SNPs en 454 genes en la
cepa C58/) en genes que codifican productos relevantes en una gran diversidad de procesos
celulares y del neurodesarrollo (Barén-Mendoza et al., 2021). De forma interesante, las
variaciones en ortélogos humanos de algunos de estos genes han sido reportados como genes de
riesgo para presentar TEA segun la base de datos de Simons Foundation Autism Research
Initiative (SFARI), tales como neurofibromina 1 (NF1), la proteina con dominios repetidos de
anquirina 11 (ANKRD11) o la proteina tipo 2 asociada a contactina (CNTNAP2) los cuales codifican
proteinas con funciones en la remodelacion del citoesqueleto neuronal y la estabilizacidn de las
sinapsis, o el represor transcripcional capicua (C/C) que participa regulando la expresion de una
cantidad de genes durante el desarrollo embrionario (Baréon-Mendoza et al., 2021).

Un estudio de Wilkes y colaboradores (2019) mostré por imagenes de resonancia magnética que
los ratones de la cepa C58/) exhiben una disminucion del volumen cerebral total. También
demostraron que el volumen aumentado en los nucleos estriado y subtalamico, asi como en la
region crus Il del cerebelo, se correlaciona positivamente con el nimero de actividades motoras
repetitivas (saltos verticales y piruetas) (Wilkes et al., 2019). También se hallé que el hipocampo
de estos ratones posee un mayor volumen relativo en comparacion con la cepa C57BL/6J (Wilkes
et al,, 2019), tal como en humanos con TEA de distintas edades (Groen et al., 2010; Schumann et
al., 2004; Sparks et al., 2002).
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Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que los ratones de la cepa C58/) muestran
alteraciones en el contenido de proteinas de citoesqueleto neuronal en la CPF y en el hipocampo
y, de manera importante, presentan una reduccién en el contenido de la proteina astrocitica
secretada TSP-1 en estas dos regiones (Barén-Mendoza et al., 2018). Nuestro grupo también ha
demostrado que existen alteraciones en la complejidad del arbol dendritico de neuronas
piramidales en la CPF y en el hipocampo de esta cepa. Estas anormalidades se presentan como
una reduccion en el nimero de dendritas terciarias en el hipocampo, una reduccién en la longitud
de dendritas primarias de la CPF y una reduccién en la longitud total del arbol dendritico en ambas
estructuras, indicando una posible modificacidn en la conectividad neuronal, misma que podria
repercutir en las conductas tipo autista que estos ratones presentan (Baréon-Mendoza et al.,
2019).

Recientemente, hemos evaluado la microglia en la regiéon CA1 del hipocampo de la cepa murina
C58/), encontrando un aumento en la densidad de estas células. Ademds, describimos la
diferencia en la morfologia de la microglia en esta cepa de ratones, basada principalmente en la
longitud y en el nUmero total de ramificaciones (Duarte-Campos, 2020).

5. Planteamiento del problema

La etiologia del TEA es compleja y multifactorial, y permanece sin ser descrita en su
totalidad. Se ha postulado que algunas alteraciones inmunoldgicas, particularmente aquellas
mediadas por la microglia en el SNC, pueden incidir de alguna forma en la apariciéon y en el
mantenimiento del fenotipo del TEA; sin embargo, se requiere de mas evidencia para establecer
un vinculo concreto entre los aspectos inmunoldgicos y las pautas conductuales que caracterizan
a estos trastornos.

El uso de modelos animales puede ayudar a entender rasgos bioldgicos particulares que se
asocian a las conductas tipo autista. En particular, la cepa murina C58/J representa una opcion
relevante para el estudio del TEA idiopatico, en oposicion a la variedad de modelos murinos
monogénicos que se han desarrollado para estudiar alteraciones genéticas especificas que se
asocian a este trastorno. Esta cepa murina presenta una baja preferencia social, conductas
repetitivas y deficiencias en la memoria y el aprendizaje, andlogas a las que se observan en los
humanos con TEA; ademas de cambios en la densidad y morfologia de la microglia que podrian
relacionarse con las alteraciones conductuales en esta cepa. De esta forma, resta por caracterizar
las posibles alteraciones inmunoldgicas relacionadas con un proceso neuroinflamatorio que esta
cepa murina pudiera presentar a lo largo del desarrollo, a fin de establecer paralelismos con lo
gue se ha reportado en humanos.
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6.

Hipétesis

Los ratones de la cepa C58/] presentaran un contenido elevado de proteinas

proinflamatorias en comparacién con una cepa neurotipica, en condiciones basales.

7.

Objetivos

Objetivo general

Cuantificar el contenido de proteinas relacionadas con un proceso inflamatorio en el suero

y en el hipocampo de adultos, y en cerebros embrionarios totales de ratones con fenotipo autista.

8.1

Objetivos particulares

Determinar el contenido de las citocinas TNF-a e IFN-y, asi como de |la quimiocina MCP-1
en el hipocampo de ratones adultos de la cepa C58/J y en cerebros totales de fetos de
raton en el E18.

Determinar del contenido hipocampal y cerebral de las enzimas Oxido nitrico sintasa
inducible (iINOS) y arginasa 1 (ARG1) en ratones adultos y fetos en el E18.

Determinar el contenido de las citocinas TNF-a e IFN-y en el suero de machos adultos y de
madres gestantes.

Identificar polimorfismos de nucledtido Unico en genes relacionados con la identidad de
la microglia y la neuroinflamacion en el genoma de los ratones de la cepa C58/J a través
de un andlisis in silico.

Procedimiento experimental

Animales

Las cepas de ratones C58/) (con fenotipo autista) y C57BL/6J (neurotipica, B6/J),

adquiridas en The Jackson Laboratory (Maine, E.U.A), se mantuvieron en la Unidad de Modelos

Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad Nacional Auténoma

de México (UNAM) hasta su uso. Ahi permanecieron en sistemas de cajas ventiladas

individualmente bajo condiciones estandar (temperatura media 22 + 2° C; 40 + 10% de humedad

relativa; ciclo de luz:oscuridad 12:12), sobre una cama de aserrin estéril (ENVIGO). Los ratones

fueron amamantados durante las tres primeras semanas de vida, y recibieron una dieta comercial
peletizada (TG Rodent Diet T2018S.15, ENVIGO) y agua ad libitum durante las siete semanas
posteriores.
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El mantenimiento y uso de animales se realizd bajo las especificaciones dictadas en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio). La realizacion de este proyecto esta avalada por el Comité
Institucional del Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL; ID: 189).

8.2  Obtencién de tejidos frescos y de suero para la cuantificacion de citocinas y de proteinas
proinflamatorias

Para obtener el suero de las madres gestantes y de los ratones macho de diez semanas de
edad de las cepas B6/J y C58/J, se realizd una puncidn en la vena facial y se colectd la sangre total
(~ 0.5 ml). Se dejo reposar la sangre en hielo durante 2 h para permitir la formacion del codgulo;
posteriormente, se separd el paquete celular por centrifugacién a 10,000 rpm durante 10 minutos
a4 °C. Se colecté el suero y se mantuvo a -70 °C hasta su uso.

Se obtuvo el peso de cada ratdon macho de diez semanas de edad previo a su sacrificio. Para
obtener el tejido hipocampal de los ratones macho de diez semanas de edad de ambas cepas, se
extrajo quirudrgicamente el cerebro y se disecaron el hipocampo (bilateral), el bazo y el higado
tras haber sido anestesiados y sacrificados de acuerdo con los Lineamientos para la Eutanasia en
Animales de la Asociacion Médica Veterinaria de Estados Unidos (Leary et al., 2013). Se
obtuvieron los pesos en seco de los tejidos y se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento.

Para obtener los cerebros totales de fetos en el E18 de ambas cepas, las hembras fueron
sacrificadas por dislocacion. Posteriormente, los fetos fueron removidos quirurgicamente.

Los hipocampos de los ratones de ambas cepas se homogenizaron en 500 pul de amortiguador de
lisis coninhibidores de proteasas (RIPA; Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, SDS 0.1%)
o en 300 pl de amortiguador de lisis para ELISA (Tris-HCl 20 mM, sacarosa 0.25 M, EDTA 2 mM,
EGTA 10 mM, Triton X-100 1%) adicionado con inhibidores de proteasas. Las proteinas se
obtuvieron por centrifugacién a 14,000 rpm, a 4 °C durante 30 minutos. Las proteinas totales de
cada homogenizado se cuantificaron por el método colorimétrico de Bradford en un
espectrofotémetro EPOCH para microplacas (Biotek; Winooksi, VT, E.U.A.). Los homogenizados
se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

8.2.1 ELISA

El contenido de TNF-a, IFN-y y MCP-1 se determind en el hipocampo de los ratones de
diez semanas de edad de ambas cepas (n = 6) por el método de ELISA de sandwich segun las
instrucciones del fabricante, utilizando 50 pl de muestra por pozo (dilucién 1:2) (DuoSet® ELISA
Development Systems, R&D Systems). Adicionalmente, TNF-a e IFN-y se cuantificaron en el suero
de los ratones macho de diez semanas de edad de ambas cepas por el mismo método, asi como
en los sueros de las hembras gestantes en el E18, utilizando 25 pl de muestra por pozo (dilucidn
1:4). Las placas de 96 pozos fueron sensibilizadas durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos
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de captura correspondientes. Las muestras se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente en
placas previamente bloqueadas (PBS-Tween 20® 0.05%, BSA 0.5%). Posteriormente, las placas se
incubaron con los anticuerpos de deteccidon correspondientes durante toda la noche a 4°C.
Después se incubaron las placas con el complejo HRP-estreptavidina durante 30 min a
temperatura ambiente. Los complejos antigeno-anticuerpo-HRP se detectaron mediante una
reaccioén colorimétrica utilizando una solucion de revelado (TMB:H,0,, 1:1). Se dejé proceder la
reaccién durante 30 min. Finalmente se afiadio la solucidn de paro (H2POa4 2 N) y se cuantificaron
las muestras por densidad dptica a 450 nm y a 570 nm en un espectrofotdmetro EPOCH para
microplacas (Biotek; Winooksi, VT, E.U.A.).

Entre cada paso, posterior a la adicidon del anticuerpo de captura, se realizaron 3 lavados con 200
ul por pozo usando una solucién de lavado (PBS-Tween 20® 0.05%). Todas las muestras se
analizaron por duplicado. Las sensibilidades de deteccién fueron de 31.25 pg/ml para las muestras
de suero (dilucién 1:4) y 15.62 pg/ml para las muestras de tejido (dilucién 1:2).

8.2.2 Electroforesis en gel y Western blot

Los homogenizados de hipocampo (n = 6) o de cerebros totales de embrién (n=3) fueron
adicionados con buffer de Laemmli y se incubaron a 100 °C durante 5 minutos. Se agregd
homogenizado de bazo como control positivo para el contenido de iNOS. Las proteinas (200 ug)
fueron separadas por SDS-PAGE en geles de 10% para la cuantificacion de iNOS a 90 mV durante
4 h. Se incluyd el marcador de peso molecular pretefiido Precision Plus Protein ™ Dual Color
Standards (Bio-Rad, California, E.U.A.). El contenido del gel fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa por electrotransferencia semiseca, durante 7 horas a 40 mA.

Posteriormente, la membrana se bloqued con albumina 2% y leche descremada 5%, durante 2
horas a temperatura ambiente. A continuacién, se incubd con los anticuerpos primarios 1gG
monoclonal de ratén anti-iNOS (1:500; Santa Cruz Biotechnology, E.U.A.) a 4 °C durante 48 h.

Finalmente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratén
(1:20,000; abcam, Reino Unido) conjugado a peroxidasa de rabano (HRP), durante 60 minutos, a
temperatura ambiente y en agitacién. El complejo antigeno-anticuerpo se detectd por
guimioluminiscencia (SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Susbtrate; Thermo
Scientific; Massachusetts, E.U.A) y la membrana se revel6 por autorradiografia.

Para evaluar el control de carga, los complejos antigeno-anticuerpo presentes en la membrana
se disociaron a través de un cambio de pH, incubando la membrana con amortiguador acido de
glicina (pH 2.5) durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se bloqued la
membrana como se indicé previamente y se incubd con IgG monoclonal de ratdn anti-Tubulina a
(1:1,000; Santa Cruz Biotechnology, E.U.A.) a 4 °C durante toda la noche. Luego se incubd con el
anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de ratén (1:20,000; abcam, Reino Unido) conjugado a
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peroxidasa de rabano (HRP), durante 60 minutos a temperatura ambiente, y se reveld como se
menciond previamente.

Entre cada paso del proceso posterior a la electrotransferencia, la membrana se lavo 3 veces, 5
minutos por vez, con TBS-Tween 20 0.1% en agitacién y a temperatura ambiente.

8.3  Anadlisis in silico de polimorfismos de nucleétido Unico en la cepa C58/)

Se realizd un escaneo del genoma completo a partir de la informacién recuperada de la
base de datos publica de Mouse Phenome Database (MPD; https://phenome.jax.org/)
(RRID:SCR_003212) utilizando como referencia el conjunto de datos UCLA1 (Eskin E. SNP data,
132,000+ locations for 248 inbred and Rl strains of mice. MPD:UCLA1. Mouse Phenome Database
web resource (RRID:SCR_003212), The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine USA.
https://phenome.jax.org). Se obtuvieron los genes con polimorfismos nucleétido uUnico (SNP),
conservando sélo aquellos sitios con una anotacién funcional

Con los datos obtenidos, se realizdé un tamizaje con los chips de genes propuestos por Butovsky y
colaboradores (Butovsky et al., 2014), y por Madore y colaboradores (Madore et al., 2014), los
cuales contienen 400 genes (MG400) responsables de dar identidad a la microglia en humanos y
en ratones, y 150 genes adicionales (MG550) que son relevantes para la respuesta inflamatoria,
respectivamente. Para verificar la presencia de estos SNP, se analizaron los /oci de los genes
identificados originalmente a partir del conjunto de datos de UCLA1, que ademas presentan un
enriquecimiento en la microglia, utilizando el conjunto de datos de Sangerd4 (Wellcome Trust
Sanger Institute. Sanger SNP and indel data, 89+ million locations, 37 inbred strains of mice.
MPD:Sanger4. Mouse Phenome Database web resource (RRID:SCR_003212), The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, Maine USA. https://phenome.jax.org).

Con los genes identificados a partir de la comparacién con MG400 y MG550, se realizé un analisis
de ontologia de genes utilizando la herramienta GOnet (https://tools.dice-database.org/)

(Pomaznoy et al., 2018) para identificar los procesos bioldgicos en los que participan los genes
con SNPs identificados. Se mostraron sélo aquellos procesos biolégicos con un valor de
significancia de q £ 0.05.

Finalmente, aquellos genes relevantes para la identidad de la microglia que contienen
polimorfismos en la cepa murina C58/J con fenotipo autista fueron ingresados en la base de datos
de Simons Foundation Autism Research Initiative (SFARI; https://gene.sfari.org/) para obtener

coincidencias sobre el riesgo asociado de cada gen con la aparicion de alguna forma de TEA.

32


https://tools.dice-database.org/
https://gene.sfari.org/

9. Resultados

9.1 Medicién de la masa cerebral durante el desarrollo embrionario y cuantificaciéon de
citocinas proinflamatorias en cerebros totales de fetos y en el suero de hembras gestantes en el
E18

Previamente se ha reportado que los sujetos con autismo exhiben un sobrecrecimiento
cerebral durante las etapas posnatales tempranas seguido de un marcado declive de la masa
encefdlica hacia la adolescencia y la adultez temprana (Courchesne et al., 2011), por lo cual se
buscdé obtener mediciones de la masa cerebral de los ratones con fenotipo autista en el E18 junto
con la masa corporal para obtener una tasa comparativa entre estas dos medidas morfométricas.
Se observd que existe un aumento del 44.1% en la tasa masa cerebral/masa corporal en los
ratones con fenotipo autista en el E18, cuando se le compara con ratones neurotipicos en el
mismo dia embrionario (B6/J: 0.0544 + 0.0129, C58/J: 0.0784 + 0.0055; p = 0.0006) (Fig. 6A).

Para identificar alteraciones inmunoldgicas en las etapas prenatales del desarrollo, se obtuvieron
cerebros totales de fetos en el E18 de ambas cepas y se homogenizaron para obtener extractos
de proteinas. Se observd que existe una disminucion en el contenido de TNF-a (B6/J: 0.5029 +
0.0704, C58/J): 0.4071 + 0.0657 pg/mg de tejido; p = 0.0220) (Fig. 6B) y de IFN-y (B6/J: 0.2946 +
0.0632, C58/J: 0.2270 + 0.0226 pg/mg de tejido; p = 0.0207) (Fig. 6C) en los cerebros totales de
los fetos de la cepa con fenotipo autista en esta etapa del desarrollo, cuando se utiliza la masa
del tejido para normalizar el contenido de citocinas. Por otra parte, observamos que sélo el
contenido de IFN-y presenta una disminucién en el cerebro total de los fetos de la cepa C58/J, en
comparacion con la cepa control, cuando se normaliza la cantidad de citocinas con relacién a la
cantidad de proteinas totales en las mismas muestras (Anexo Il).
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Figura 6. Los ratones con fenotipo autista muestran un aumento en la masa cerebral y una

disminucion en el contenido de TNF-a e IFN-y en el E18. A) Comparaciéon de la masa cerebral
contra la masa corporal en ratones neurotipicos (B6/J) y con fenotipo autista (C58/J) en el dia
embrionario 18 (E18). El analisis estadistico se realiz6 empleando una prueba U de Mann-
Whitney. *** p = 0.0006. Cuantificacidon del contenido cerebral de las citocinas B) TNF-a e C) IFN-
v. El analisis estadistico se realizd empleando una prueba t de Student de dos colas, para muestras
no pareadas. * p < 0.05. Las graficas representan la media + E.E.M.; n = 7 en cada cepa.

Debido a que observaciones epidemioldgicas (Atladéttir et al., 2010) y en modelos animales
(Careaga et al., 2017; Knuesel et al., 2014) han reportado una relacion entre la activacion inmune
materna y la aparicion de trastornos del neurodesarrollo, incluido el TEA, decidimos analizar el
contenido de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IFN-y en el suero de las hembras gestantes
con fenotipo autista en el E18, y se le comparé con hembras gestantes neurotipicas.

Los resultados indican que el contenido sérico de TNF-a en la mayoria de las hembras gestantes
de ambas cepas mostroé ser indetectable con la técnica empleada en el E18 (limite de deteccidn:
31.25 pg/ml) (Fig. 7A). Por su parte, se observd que existe un ligero pero significativo aumento
en el contenido sérico de IFN-y en las hembras gestantes con fenotipo autista en el E18,
comparadas con hembras neurotipicas (B6/J: 69.24 + 0.3486, C58/J: 70.10 + 0.4412 pg/ml; p =
0.0092) (Fig. 7B).
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Figura 7. Las hembras gestantes con fenotipo autista presentan alteraciones sistémicas en

el contenido de citocinas proinflamatorias en el E18. Cuantificacidon de la concentracidn sérica
de las citocinas A) TNF-a e B) IFN-y en hembras gestantes neurotipicas (B6/J) y con fenotipo
autista (C58/J) en el dia embrionario 18 (E18). Las graficas representan la media + E.E.M.; n = 5.
La linea punteada representa el limite de deteccidon para este ensayo (31.25 pg/ml). El anélisis
estadistico se realiz6 empleando una prueba t de Student de dos colas, para muestras no
pareadas. * p = 0.0092.

9.2 Determinacién del contenido de las enzimas iNOS y Argl en cerebros totales de fetos en el
E18

Para conocer si existen posibles alteraciones en el balance del estado homeostatico vy el
estado inflamatorio en los cerebros de los ratones con fenotipo autista durante el desarrollo
embrionario, se determind el contenido de las enzimas éxico nitrico sintasa inducible (iNOS) y
arginasa 1 (ARG1) a partir de homogenizados de cerebros totales.

Se observé que no existen diferencias en el contenido de la enzima iNOS (B6/J: 1.770 + 1.027,
C58/):1.763 £+ 1.230; p = 0.8571) (Fig. 8A y 8B), asi como en el contenido de la enzima ARG1 (B6/J:
0.8977 + 0.7786, C58/J: 0.9646 + 0.8384; p > 0.99) (Fig. 8A y 8C) en los cerebros de los ratones
con fenotipo autista en el E18.
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Figura 8. Cuantificacion del contenido de las enzimas iNOS y ARG1 en cerebros totales de

ratones con fenotipo autista en el E18. Imagenes representativas de Western blot de las enzimas
A) iNOS (132 kDA) y C) ARG1 (37 kDa) en cerebros totales de los ratones neurotipicos (B6/J) y con
fenotipo autista (C58/J) en el dia embrionario 18 (E18). Se utilizaron homogenizados de bazo de
ratones macho adultos como control positivo para la expresion de las enzimas y se uso a la
proteina tubulina a (55 kDa) como control de carga. Andlisis densitométricos de los Western blots
para las enzimas B) iNOS y D) ARGL1. Las graficas representan la media + E.E.M.; n=4 (B6/J),n=3
(C58/)). El andlisis estadistico se realizé empleando una prueba U de Mann-Whitney.

9.3 Cuantificacion de citocinas proinflamatorias en el hipocampo y en el suero de los ratones
adultos

Con el fin de determinar si las caracteristicas de neuroinflamacién se conservaban o no en
los adultos, se colectaron los cerebros de ratones de la cepa C58/J con fenotipo autista, asi como
de la cepa B6/J como control neurotipico, a las diez semanas de edad. Utilizando una balanza
analitica, se obtuvo la masa de los cerebros completos, asi como del hipocampo con la finalidad
de normalizar la cantidad de citocinas en relacion con el peso del tejido. Se observé que los
ratones de la cepa C58/J presentan una disminucion significativa en la masa cerebral, comparados
con la cepa control (B6/J: 440.6 + 22.42, C58/): 388.44 + 9.762 mg; p = 0.0014) (Fig. 9A), lo que se
refleja en la tasa de la masa cerebral/masa corporal (B6/J: 0.0187 + 0.0009, C58/J: 0.0172 +
0.0007; p = 0.0387) (Fig. 9B), sin efectos en la tasa de la masa hipocampal/masa cerebral (B6/J:
0.1078 + 0.0323, C58/J: 0.0907 + 0.0366; p = 0.4568) (Fig. 9C).
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Se disecd el hipocampo a partir de los cerebros de ambas cepas, y en estos se cuantificé el
contenido de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IFN-y, asi como de la quimiocina MCP-1
(CCL2). Se observd que existe un aumento significativo en el contenido hipocampal de IFN-y (B6/J:
0.6320 + 0.2050, C58/J: 0.9540 + 0.2123 pg/mg de tejido; p = 0.0406) (Fig. 9E) y de MCP-1 (B6/J:
0.4240+0.1438, C58/):0.6780 + 0.1494 pg/mg de tejido; p = 0.0255) (Fig. 9F), mientras que existe
una tendencia a aumentar en el contenido de TNF-a (B6/J: 0.5300 + 0.1840, C58/J: 0.7980 +
0.1988 pg/mg de tejido; p = 0.0579) cuando se utilia la masa del tejido para normalizar el
contenido de citocinas (Fig. 9D). Por otra parte, observamos que no existen diferencias en el
contenido hipocampal de TNF-a, de IFN-y o de MCP-1 cuando se normaliza en relacion con la
cantidad de proteinas totales en las mismas muestras analizadas (Anexo Il).
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Figura 9. Los ratones macho adultos de la cepa C58/J) presentan una disminucion de la

masa cerebral, y aumento en el contenido hipocampal de IFN-y y MCP-1, y una tendencia al
aumento de TNF-a. Comparacion de A) la masa cerebral, B) la tasa de la masa cerebral/masa
corporal y C) la tasa de la masa hipocampal/masa cerebral de los ratones macho neurotipicos
(B6/J) y con fenotipo autista (C58/J) a las diez semanas de edad. Cuantificacion del contenido de
D) TNF-q, E) IFN-y y F) MCP-1 en el hipocampo de los ratones de ambas cepas a las diez semanas
de edad. Las graficas representan la media + E.E.M.; n =5 (n = 3, B6/J en masa cerebral/masa
corporal). El analisis estadistico se realizé6 empleando la prueba t de Student de dos colas, para
muestras no pareadas. * p <0.05, ** p <0.01.
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Por otra parte, se determind el contenido de las citocinas TNF-a e IFN-y en el suero de ratones
macho de diez semanas de edad con el fin de detectar un fendmeno inflamatorio de forma
sistémica en los ratones con fenotipo autista. Se observé una tendencia a aumentar en el
contenido de TNF-a en el suero de los ratones con fenotipo autista cuando se les compara con
los ratones neurotipicos (B6/J: 192.6 + 8.744, C58/J): 204.1 + 8.482 pg/ml; p = 0.0678) (Fig. 10A),
mientras que los niveles séricos de IFN-y se encuentran por debajo del limite de deteccién del
ensayo empleado para ambas cepas (limite de deteccién: 31.25 pg/ml) (Fig. 10B).
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Figura 10. Los ratones con fenotipo autista muestran una tendencia al aumento en el
contenido sérico de TNF-a. Cuantificacion del contenido sérico de las citocinas A) TNF-a e B) IFN-
y en los ratones macho neurotipicos (B6/J) y con fenotipo autista (C58/J) a las diez semanas de
edad. La gréfica representa la media £ E.E.M.; n = 5. El andlisis estadistico se realizé6 empleando
la prueba t de Student de dos colas, para muestras no pareadas.

9.4 Determinacién del contenido de las enzimas iNOS y ARG1 en el hipocampo de los ratones
con fenotipo autista

De la misma forma que se hizo para los ratones en el E18, y con el fin de trazar una
trayectoria en el desarrollo de un posible proceso inflamatorio en los ratones con fenotipo
autista, particularmente en el hipocampo, se determiné el contenido de las enzimas iNOS y ARG1
a partir de homogenizados de tejido.

No se observaron diferencias en el contenido hipocampal de iNOS en los ratones macho adultos
con fenotipo autista, comparados con los ratones neurotipicos (B6/J: 0.5084 + 0.0846, C58/J:
0.6216 £ 0.1032; p = 0.1407) (Fig. 11Ay 11B).

Por otro lado, se observé que existe una diminucién en el contenido hipocampal de la enzima
ARG1 en los ratones macho adultos de la cepa con fenotipo autista, comparada con la cepa
neurotipica (B6/J: 3.958 + 0.3996, C58/J: 3.373 £ 0.3360; p = 0.0367) (Fig. 11Cy 11D).
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Figura 11. Los ratones con fenotipo autista presentan una disminucidon en el contenido
hipocampal de la enzima antiinflamatoria ARG1. Imagenes representativas de Western blot de
las enzimas A) iNOS y C) ARG1 en el hipocampo de los ratones macho neurotipicos (B6/J) y con
fenotipo autista (C58/J) a las diez semanas de edad. Se utilizaron homogenizados de bazo e higado
de ratones macho adultos como control positivo para la expresion de iNOS y ARG1,
respectivamente. Se usé a la proteina tubulina a (55 kDa) como control de carga. Analisis
densitométricos de los Western blots para las enzimas B) iNOS y D) ARG1. Las graficas representan
la media £ E.E.M.; n = 4, en por lo menos dos ensayos independientes. El analisis estadistico se
realizd empleando la prueba t de Student de dos colas, para muestras no pareadas. * p < 0.05.

9.5 La cepa murina C58/J) con fenotipo autista presenta polimorfismos en genes relevantes
para la identidad de la microglia y la respuesta inmunoldgica

Resultados previos de nuestro laboratorio hallaron que existen polimorfismos de
nucledtido unico (SNPs) en 454 genes cuando se compara el genoma de forma global entra la
cepa con fenotipo autista (C58/J) y una cepa neurotipica como control (B6/J) (Barén-Mendoza et
al., 2021). Para ello, se realizdé un escaneo general del genoma de ambas cepas de ratones en
busca de SNPs utilizando el conjunto de datos UCLA1 (MPD:624; https://phenome.jax.org/).

Para identificar cudles de estos genes son relevantes para la identidad y la fisiologia de la
microglia, asi como en procesos inflamatorios, se realizd un tamizaje de aquellos genes que
presentan SNPs en la cepa, tomando como referencia los chips MG400 y MG550 propuestos con
anterioridad (Butovsky et al., 2014; Madore et al., 2014). Se identificaron once genes que son
relevantes para la identidad de la microglia que poseen SNPs cuando se compara la cepa C58/)
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con la cepa neurotipica B6/J (Tabla 3). Ademas, se identificaron nueve genes que participan en la
respuesta inmunoldgica que contienen SNPs en la cepa murina C58/J (Tabla 3). La presencia de
estos polimorfismos fue confirmada a través del conjunto de datos de Sanger4 (MPD:388;
https://phenome.jax.org/), corroborando la presencia de mas de un polimorfismo en algunos de

los genes identificados (Anexo I).

Con el fin de conocer en qué procesos bioldgicos estan involucrados los genes relevantes para la
identidad de la microglia y la inflamacidon que contienen SNPs en la cepa murina C58/J con
fenotipo autista, se realizé un andlisis de enriquecimiento de términos de gene ontology (GO).

Observamos que algunos de los genes con SNPs en esta cepa participan en procesos regulatorios
importantes como la regulacién del transporte de proteinas, la regulacién de la secrecidn de la
produccion y secrecion de citocinas, asi como la regulacion de la secrecidn de citocinas y de la
migracion celular (Fig. 12A y 12B), todos procesos muy relevantes en la iniciacién y el
mantenimiento de la respuesta inmune.

De manera interesante, algunos de estos genes mostraron estar relacionados también con
procesos vinculados al neurodesarrollo como la guia axonal, la direccion de proyecciones
neuronales, la diferenciacion neuronal y la neurogénesis (Fig. 12C), sugiriendo posibles vias
convergentes para las alteraciones inmunoldgicas y los cambios de la citoarquitectura neuronal
previamente reportados en la cepa murina C58/J por nuestro grupo (Barén-Mendoza et al., 2021).
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Tabla 3. Analisis de enriquecimiento de genes con polimorfismos de nucleétido tUnico (SNPs) en la cepa C58/) que son
relevantes para la identidad de la microglia y la respuesta inmunitaria.

Término GO Simbol, G tol, SFARI
, err-nmo Uniprot ID 1mBo’o Nombre del gen eh ortologo Uniprot ID
Biological process del gen en humanos score
1,2,3,4,56,789,11,12, Prolow-density lipoprotein receptor
13,14, 15, 16, 17, 18, 19,20,  Q91ZX7 Lrp1 e ty dp rpt o P LRP1 Q07954 2
21, 22, 23, 24, 25 SR
Transmembrane 9 superfamily
6,7,11 Q8BH24 Tm9sf4 TM9SF4 Q92544 1
member 4
1,2,3,4,5,6,7,9,10, 11, .
12,13, 14, 15,17, 18, 21, 24 P51682 Ccr5 C-C chemokine receptor type 5 CCR5 P51681
1,234,810, 13, 16,17, .
19, 20, 22, 23 P70206 Pixnal Plexin-Al PLXNA1 Q9UIW2
1, 2,3,4,8, 10, 13, 16, 19, Receptor-type tyrosine-protein
20, 22, 23 P28828 Ptprm B el S PTPRM P28827
1,2,3,4,8,13,16,17, 19, . .
20, 22, 23, 24 Q8KO0S5 Rtn4rl1 Reticulon-4 receptor-like 1 RTN4RL1 Q86UN2
1,2,3,4,8,17 Q9ER74 Salll Sal-like protein 1 SALL1 QO9NSC2
1,2,5,6,7,9,6 11,12, 10, 14, Neuronal proto-oncogene tyrosine-
15, 18, 21 P05480 =G protein kinase Src SRC P12931
1,5,6,7,9, 10, 11, 12, 14,
18, 21, 25 P0O6684 Hc Complement C5 Cc5 P01031
1,5,6,7,9,10, 12, 14, 15 070394  I127ra '”ter'e“k'”'z;gicaeptor subunit IL27RA  QB6UWB1
2,3,4,8,16 055106 Strn Striatin STRN QSNRL3
5 P25799  Nfkb1 Nuclear faCtZLbN;'i(tappa'B p105 NFKB1 P19838
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26 035149 Slc30a4 Zinc transporter 4 SLC30A4 014863

* Q8BIZ6 Snip1 Smad nuclear-interacting protein 1 SNIP1 Q8TADS8
* Q8K214 Manba Beta-mannosidase MANBA 000462
* Q6QLQ4 Clec7a C-type lectin domain family 7 CLECTA Q9BXN?2

member A
Zinc finger and BTB domain-
containing 39
* Q8BIZ6 Snip1 Smad nuclear-interacting protein 1 SNIP1 Q8TADS8
Zinc finger and BTB domain-

* Q6PDKO Zbtb39 ZBTB39 015060

* Q8K088 Zbtb6 . . ZBTB6 Q15916
containing protein 6
" Q14AE4 Wfdc3 WAP four-dlsulflqe core domain WEDC3 Q14508
protein 3
* Q9QUS9 Reg3d Reg Il delta n.d. -
* B1B213 H60c Histocompatibility antigen 60c n.d. -

Lista de términos GO. Biological processes. 1: regulation of developmental process, 2: nervous system development, 3: generation of
neurons, 4: neurogenesis, 5: regulation of cytokine production, 6: regulation of protein transport, 7: regulation of peptide transport,
8: neuron differentiation, 9: regulation of cytokine secretion, 10: regulation of cell migration, 11: positive regulation of protein
transport, 12: positive regulation of cytokine production, 13: chemotaxis, 14: regulation of protein secretion, 15: regulation of peptide
secretion, 16: neuron projection development, 17: regulation of neuron differentiation, 18: positive regulation of cytokine secretion,
19: axon guidance, 20: neuron projection guidance, 21: positive regulation of protein secretion, 22: axogenesis, 23: cell morphogenesis
involved in neuron differentiation, 24: negative regulation of neuron projection development, 25: regulation of chemokine secretion,
26: ion homeostasis.

Puntaje SFARI. 1: alta confianza para desarrollar TEA; 2: candidato fuerte.

* Genes sin enriquecimiento en términos GO de procesos biolégicos relacionados con la activaciéon inmune y la homeostasis
cerebral.

n.d. Genes ortdlogos en humanos no identificados.
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Finalmente, identificamos que dos de los genes relevantes para la identidad de la microglia
y la respuesta inflamatoria con SNPs en la cepa murina C58/) poseen ortélogos en humanos
cuyas mutaciones se han relacionado con un riesgo aumentado de presentar TEA.

El gen Lrp1, que codifica para un receptor a multiples ligandos enddgenos que se encuentra
involucrado en la degradacidon de moléculas extracelulares a través de la via endolisosomal
(Strickland & Holtzman, 2019), presenta el mayor numero de interacciones, pues se
relaciona con 25 términos GO de procesos biolégicos en el andlisis realizado (Tabla 3). Al
hacer un cruce con la base de datos de SFARI (https://gene.sfari.org/), se observd que el

gen LRP1 en humanos (ortdlogo de Lrpl en ratones) posee un puntaje de riesgo para
presentar TEA de 2 (candidato fuerte) (Tabla 3).

Asimismo, el gen Tm9sf4, cuyo producto actla como una proteina chaperona que regula la
localizacion membranal de proteinas con dominios ricos en glicina durante la via secretora
temprana (Perrin et al., 2015; Vernay et al., 2018), mostré estar enriquecido en tres
procesos bioldgicos que incluyen regulacion del transporte de proteinas (G0O:0051223) y
péptidos (GO:0090087). Al analizar la base de datos de SFARI, se hallé que el gen TM9SF4
posee un puntaje de riesgo para presentar TEA de 1 (alta confianza) (Tabla 3), indicando
gue posee una fuerte asociacion con la aparicion de algunas formas de TEA segun la
evidencia en la literatura (De Rubeis et al., 2014; Satterstrom et al., 2020).
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Figura 12.
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Anidlisis de enriquecimiento GO de los genes relevantes para la identidad
de la microglia y la respuesta inmune con SNPs en la cepa C58/J. Tras filtrar los 454 genes
que presentan SNPs en la cepa C58/) utilizando los chips MG400 y MG550 se recuperaron
22 genes con funciones relevantes para la identidad de la microglia y la respuesta inmune.
Estos genes se analizaron usando la plataforma GOnet (https://tools.dice-database.org/)
(Pomaznoy et al., 2018) para obtener enriquecimientos de procesos biolégicos vinculados
con la migracion y el reclutamiento celular, la produccion y la liberacién de citocinas, la
comunicacion celular, la quimiotaxis, el desarrollo del SNC y la homeostasis celular. Los
resultados del enriquecimiento se expresan como -Logio del valor ajustado de P, FDR.
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10. Discusion

Las alteraciones inmunoldgicas son un fendmeno ampliamente documentado en sujetos
con TEA (Ashwood, Corbett, et al., 2011; Onore et al., 2012; Pardo et al., 2005; Vargas et al., 2005).
Se ha propuesto que estas alteraciones inmunoldgicas, junto con factores ambientales y factores
genéticos de riesgo, pueden subyacer la etiologia de un porcentaje de casos de TEA idiopatico
(Heidari et al., 2021), por lo que conocer la interaccidon entre estos multiples factores es clave
para el entendimiento de los cambios cerebrales y conductuales observados en los sujetos con
estos trastornos.

Los mediadores inmunoldgicos pueden modular las funciones de poblaciones celulares relevantes
para la fisiologia del SNC, como los astrocitos y la microglia (Matta et al., 2019; Zeidan-Chulia et
al., 2014). Sin embargo, también se conoce que ciertas citocinas tienen la propiedad de modular
de forma directa la excitabilidad neuronal y la transmisidn sindptica en diferentes regiones del
SNC (Janach et al., 2020; Pati & Kash, 2021), asi como de regular procesos de plasticidad sinaptica
(Maggio & Vlachos, 2018), e incluso de potenciar fendmenos de muerte neuronal por
excitotoxicidad (Bliss et al.,, 2011), sefialando su relevancia en el estudio de trastornos
psiquidtricos y del neurodesarrollo.

El SNC tiene la capacidad de detectar los procesos inflamatorios en la periferia a través de varias
vias que incluyen la estimulaciéon del nervio por citocinas, a través de la circulacion en los drganos
circunventriculares y a través del transporte de citocinas producidas periféricamente hacia el
cerebro (Dantzer et al., 2008), pero también pueden ser producidas localmente por células de la
glia como astrocitos y microglia (Guzman-Ruiz et al., 2022; Shabab et al., 2017), por lo cual es
importante resaltar su estudio tanto en la periferia como en el SNC para conocer sus respectivas
contribuciones a las alteraciones observadas en los modelos animales de autismo idiopatico.

La cepa murina C58/) con fenotipo autista muestra cambios en la masa cerebral a lo largo del
desarrollo

Como se menciond anteriormente, los sujetos con TEA muestran una trayectoria alterada
del desarrollo del SNC que se manifiesta a través de un aumento del 5-10% del volumen cerebral
durante la niflez temprana (Amaral et al., 2008), que se normaliza durante la adolescencia (8-16
afios) pero comienza a declinar rapidamente en la adultez temprana, en comparacion con sujetos
neurotipicos de las mismas edades (Courchesne et al., 2011). Nuestras observaciones muestran
que los ratones de la cepa murina C58/J presenta un aumento en la masa cerebral en el E18 (Fig.
6A).

Algunos estudios en sujetos con TEA han hipotetizado que este aumento en el tamafio del
volumen se relaciona con un aumento en el numero de neuronas debido a deficiencias en la
activacién de vias apoptéticas durante el refinamiento estructural del cerebro en etapas
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posnatales tempranas (Courchesne et al., 2011). Si bien no se tiene evidencia directa de este
fendmeno, el andlisis histoldgico en la subplaca cortical, una estructura esencial para la formacién
de las primeras neuronas durante el neurodesarrollo, en muestras post mortem de sujetos
adolescentes y adultos con TEA mostré una mayor densidad de neuronas en esta region (Avino &
Hutsler, 2021); sefialando dos posibilidades no mutuamente excluyentes: 1) una densidad
neuronal de por si aumentada, o 2) una disminucidn en la tasa de apoptosis de estas neuronas en
los sujetos con TEA. No obstante, se requieren mas estudios para profundizar en las causas y los
mecanismos de los cambios que observamos en la cepa C58/J en este trabajo.

Por su parte, nosotros reportamos que los ratones macho de la cepa C58/) de 10 semanas de
edad, exhiben una disminucidn en la masa cerebral comparados con una cepa neurotipica (Fig.
9A). Un estudio previo analizd el volumen cerebral de ratones de la cepa C58/J de entre 9-10
semanas de edad, hallando diferencias region-especificas en comparaciéon con la cepa control
(Wilkes et al., 2019). De manera interesante, se reporté que los ratones C58/) presentan un
aumento volumétrico en regiones como la comisura anterior, el cuerpo calloso y el hipocampo;
mientras que presentan una disminucion en el volumen de la corteza orbital, la corteza motora
primaria, el giro dentado y en los ganglios basales en general (Wilkes et al., 2019).

Se ha propuesto que las vias moleculares que regulan la apoptosis podrian estar involucradas en
los cambios del volumen cerebral observados en los sujetos con TEA durante la adultez (Wei et
al., 2014). Por ejemplo, varios estudios han identificado consistentemente una reduccion en el
contenido de la proteina anti-apoptética linfoma de células B2 (BCL-2) en muestras de diferentes
regiones del SNC en sujetos con TEA (Fatemi et al., 2001; Fatemi & Halt, 2001), acompafada de
una reduccion en el contenido de BDNF, una proteina clave para regular la sobrevivencia y
diferenciacidon neuronal, en la corteza frontal de sujetos con TEA (Sheikh et al., 2010).

Nuestro laboratorio ha reportado que existe una disminucién en el contenido hipocampal de
BDNF en los ratones macho de diez semanas de edad de la cepa C58/) (Barén-Mendoza et al.,
2021), seialando que un aumento en la activacién de vias apoptdticas puede estar involucrado
en la reduccion del tamafio cerebral que hallamos en los ratones macho adultos de esta cepa; sin
embargo, resta por determinar si las deficiencias en vias de sefalizacién que promueven la
sobrevivencia y la muerte neuronal se encuentran igualmente alteradas en los ratones adultos de
la cepa C58/J.

Los ratones macho adultos de la cepa C58/J con fenotipo autista tienen un contenido aumentado
de IFN-y y MCP-1 en el hipocampo, con una tendencia de TNF-a a aumentar

Tanto TNF-a como IFN-y presentan una elevacion de su contenido en el LCRy en la corteza
frontal en los sujetos con TEA (Chez et al., 2007; Li et al., 2009). Es de resaltar que no existen
estudios que hayan evaluado estas proteinas en el hipocampo de humanos con TEA.
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Por lo anterior, decidimos analizar el contenido de las citocinas TNF-a e IFN-y en homogenizados
de hipocampo de los ratones macho adultos de la cepa C58/J, y los comparamos con los de una
cepa neurotipica. Observamos que IFN-y muestra un aumento significativo de contenido en los
ratones con fenotipo autista (Fig. 9E), mientras que TNF-a muestra una marcada tendencia a
aumentar en esa misma region (Figs. 9D), sefialando una regulacién al alta de las vias
proinflamatorias en el hipocampo de estos ratones.

IFN-y es el Unico miembro de la familia de los interferones tipo Il y sus funciones clasicamente se
asocian a la estimulacion de células presentadoras de antigenos (APC) y a la activacién de la
respuesta inmune mediada por linfocitos T CD4", principalmente con un perfil Thl (Deczkowska
et al., 2016). IFN-y seializa a través de su receptor IFNyR, que se compone de dos cadenas de
union al ligando IFNyYR1 que se asocian con dos cadenas transductoras de la sefal IFNyR2
(Schroder et al., 2004). IFNyR1/2 carecen de actividad enzimatica intrinseca, y candnicamente
ejercen sus efectos intracelulares activando a la tirosina cinasa Janus 1 (JAK1) y al factor
transductor de sefiales y activador de la transcripcidén 1 (STAT1), el cual, tras ser activado, puede
formar homodimeros o heterodimeros con otras STAT para translocarse al nucleo y promover o
inhibir la expresion de genes regulados por interferén (Schroder et al., 2004). IFN-y regula la
expresion de genes que participan en la misma via de sefializacion que activa, como los factores
reguladores de interferdn (IRF) 1-9, los cuales a su vez son factores de transcripcion que regulan
la expresion de genes secundarios que contienen elementos de respuesta a la estimulacion por
interferdn (ISRE) (Paludan & Paludan, 1998) como los genes que codifican paraiNOS y ARG1 (Endo
et al.,, 2022).

La presencia de IFN-y puede impactar de forma negativa en las funciones y en el desarrollo del
SNC. Por ejemplo, en experimentos in vitro utilizando células progenitoras neurales (NPC)
derivadas de células troncales pluripotentes inducidas de humanos (hiPSC) neurotipicos se
observé que la estimulacidn transitoria con IFN-y promueve una mayor longitud de las neuritas
al dia in vitro (DIV) 30, con una mayor ramificacion de las neuritas, de forma andloga a lo que los
autores observan en neuronas diferenciadas a partir de hiPSC de sujetos con TEA (Warre-Cornish
et al., 2020). La estimulacion con IFN-y en estas neuronas recién diferenciadas ademads promueve
la expresidon de genes de riesgo que se asocian con el TEA (Warre-Cornish et al., 2020), trazando
una correlacidn positiva entre la presencia de IFN-y y un fenotipo neuronal caracteristico del TEA.

Nuestro grupo, sin embargo, ha descrito un fendmeno opuesto en los ratones macho adultos de
la cepa C58/J, pues estos presentan un arbol dendritico de menor longitud en el hipocampo
(Baron-Mendoza et al., 2019), indicando que IFN-y puede no estar ejerciendo un efecto similar,
por lo menos en esta etapa de la vida de los animales. Por otra parte, al analizar cultivos primarios
de neuronas hipocampales derivadas de los ratones C58/J en el E18, nuestro grupo ha observado
gue éstas presentan basalmente una mayor longitud promedio de las neuritas en comparacién
con neuronas de una cepa neurotipica (Guzman-Vazquez, en preparacion), indicando que un

47



mecanismo similar al que fue descrito por Warre-Cornish y colaboradores (2021) puede estar
actuando en estos ratones durante la etapa gestacional, por lo cual son necesarios futuros
experimentos que analicen la abundancia de IFNyR1/2 y sus efectos sobre las neuronas de estos
ratones durante el desarrollo.

De manera interesante, un desbalance entre la sefalizacion de interferones tipo | e IFN-y en la
interfase cerebro-periferia, como lo plexos coroideos, se ha propuesto como uno de los
mecanismos que vinculan a la neuroinflamaciéon crénica con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson (Deczkowska et al., 2016), sefalando la
relevancia de la sefializacidn por estas citocinas para la homeostasis del SNC; sin embargo, su
relacién con en el TEA es menos clara.

Nosotros, ademads, buscamos identificar diferencias en el perfil de activacién inmune en el
hipocampo de los ratones de la cepa C58/J a través del contenido de iNOS y de ARG1, dos enzimas
que se regulan de la mano con las respuestas M1/M2 (Th1/Th2). Observamos que mientras no
existen cambios en el contenido de iNOS en el hipocampo de los ratones macho adultos de la
cepa C58/J (Figs. 11A y 11B), existe una disminucién en el contenido de ARG1 esa misma region
(Fig. 11C y 11D). Al respecto, la presencia de IL-4, una citocina antiinflamatoria con una potente
actividad antagonista de IFN-y (Paludan & Paludan, 1998), puede regular negativamente la
expresion de iNOS en lineas celulares de macrdfagos, aun en presencia de IFN-y (Endo et al.,
2022), indicando un posible mecanismo por el cual no observamos cambios en los niveles de iINOS
a pesar de tener un contenido hipocampal de IFN-y aumentado.

Ademas, la presencia simultdnea de IL-4 como de IFN-y modulan sinérgica y positivamente la
expresion de ARG1 en esa misma linea celular de macréfagos (Endo et al., 2022). Asumiendo que
IL-4 de hecho se encuentra aumentada en el hipocampo de estos ratones, nosotros observamos
un efecto contrario al que se ha reportado in vitro al tener un contenido reducido de ARG1. No
obstante, cabe resaltar que la complejidad de las interacciones in vivo juega un papel importante
en los desenlaces que observamos a nivel de la expresién de genes en células individuales, por lo
cual se requieren experimentos adicionales para determinar si existe un contenido basalmente
aumentado de IL-4 y de otras citocinas antiinflamatorias en el cerebro de estos ratones que
pudiera explicar los cambios que reportamos a nivel de la expresién de iNOS y ARG1.

TNF-a es una proteina homotrimérica de 157 aminodcidos que puede hallarse en su forma soluble
(STNF-a) o unida a la membrana celular (mTNF-a) (Jang et al., 2021). La citocina TNF-a puede
sefializar a través de los receptores a factor de necrosis tumoral 1y 2 (TNFR1/2), los cuales se
expresan diferencialmente en las células, siendo TNFR1 expresado de forma ubicua en todas las
células del cuerpo, mientras que TNFR2 se expresa sobre células del sistema inmune y células
epiteliales (Chu, 2013). La sefializacion a través de estos receptores tiene efectos multiples como
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inducir apoptosis, la produccidn de citocinas o dar sefiales de sobrevivencia pues podria activar
tanto la via intracelular de I-kappa B (Ik-B)/NF-kB como la de via de las MAPK/AP-1 (Chu, 2013).

La citocina TNF-a participa en el escalamiento de sinapsis excitatorias en el hipocampo a través
de incrementar la localizacidn de receptores AMPA en la superficie celular al mismo tiempo que
reduce la insercién de receptores GABAA en la membrana celular (Stellwagen et al., 2005;
Stellwagen & Malenka, 2006), sefialando que TNF-a puede fortalecer la transmisién sindptica a
través de favorecer las interacciones glutamatérgicas, pero también puede promover el dafio
neuronal por excitotoxicidad (Stellwagen et al., 2005). Por lo anterior, es necesario determinar si
el contenido aparentemente elevado de TNF-a en el hipocampo de estos ratones tiene efectos
sobre la expresion de receptores sindpticos y sobre la potenciacién a largo plazo (LTP).

Hemos observado que la microglia presenta un aumento de densidad en la regién CA1l del
hipocampo de los ratones macho adultos de la cepa C58/) (Duarte-Campos, en preparacion),
ademas de que se agregan con mayor densidad en la capa piramidal en esa misma regién del
hipocampo (Vazquez-Moreno, 2022), lo cual plantea la posibilidad de 1) un incremento en la
proliferacién de estas células, o 2) un fendmeno de quimiotaxis celular que contribuye a la
agregacion que observamos en esta region del cerebro.

MCP-1 (o CCL2), un miembro de la familia de quimiocinas C-C, es un péptido de 76 aminoacidos
y 13 kDa de masa molecular con una potente actividad reclutadora de macréfagos y otras células
mieloides (K. Zhang & Luo, 2019). Esta quimiocina ejerce sus efectos a través de su receptor
acoplado a proteinas G, CCR2, el cual tras ser activado transduce su sefal principalmente a través
de la proteina 1 inducida por la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCPIP1) que puede
regular la transcripcion de MCP-1, TNF-a e IL-1f (K. Zhang & Luo, 2019).

Por lo anterior, decidimos evaluar el contenido hipocampal de MCP-1 con el fin de explorar la
posibilidad de que exista un fendmeno de migracién aumentada de la microglia en esta regién.
Observamos que existe un aumento significativo de la proteina MCP-1 en el hipocampo de los
ratones macho adultos de la cepa C58/J (Fig. 9F).

En el caso de sujetos con TEA, se ha reportado que MCP-1 se encuentra aumentado en regiones
como la corteza del cingulo anterior y el cerebelo y en el LCR en individuos con TEA (Vargas et al.,
2005), sefialando similitudes entre estos y la cepa murina C58/J.

Es de resaltar que estudios en tejidos post mortem de individuos con TEA han descrito un arreglo
espacial mas proximo de la microglia con neuronas piramidales de la CPF (Morgan et al., 2012), y
la formacion de clusteres de microglia en la corteza temporal de estos individuos (Lee et al., 2017)
de manera similar a lo que observamos en el hipocampo de los ratones de la cepa C58/J.

Una dieta materna alta en calorias durante la gestacion conlleva a un aumento de la respuesta
inmune en los productos, ademds de cambios volumétricos en el cerebelo y en la corteza
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somatosensorial primaria, favoreciendo a su vez el desarrollo de conductas sociales atipicas y de
ansiedad (Maldonado-Ruiz et al., 2022). Este efecto parece estar mediado, en parte, por MCP-1
pues la administracion sistémica de anticuerpos neutralizadores de esta quimiocina restaura los
pardmetros antes mencionados a niveles comparables con los controles (Maldonado-Ruiz et al.,
2022), sugiriendo que esta quimiocina puede tener una robusta implicacién en los cambios
cerebrales y conductuales en la cepa C58/J.

Finalmente, la induccién de un estado inflamatorio en contextos patogénicos tiene la capacidad
de reducir la expresién de moléculas neurotréficas como BDNF y de inducir cambios conductuales
en los animales, los cuales se recuperan tras suprimir las sefiales inflamatorias mediante
manipulaciones genéticas o mediante tratamientos farmacolégicos (Mangano et al., 2012; C.
Zhang et al., 2019). De manera interesante, nuestro laboratorio ha descrito que los ratones macho
adultos de la cepa C58/) muestran una disminucion en el contenido hipocampal de BDNF (Bardn-
Mendoza et al., 2021), demostrando mas aun la presencia de un proceso neuroinflamatorio que
regula a la baja la expresion de moléculas relacionadas con la plasticidad y la sobrevivencia
neuronal en los ratones macho adultos de esta cepa.

Los ratones de la cepa murina C58/) con fenotipo autista presentan una disminucién en el
contenido cerebral de TNF-a e IFN-y en el E18

A pesar de que se conocen muy bien las funciones candnicas de las citocinas
proinflamatorias en la periferia durante la respuesta inmunoldgica, se ha propuesto que pueden
tener roles duales durante el desarrollo embrionario, dada su naturaleza pleiotrépica, abriendo
la posibilidad de que desempefien funciones fisioldgicas de formas tiempo- y célula-especifica
(Estes & McAllister, 2016; Ferro et al., 2021).

En este trabajo determinamos el contenido de IFN-y y de TNF-a en cerebros totales de los ratones
de la cepa C58/J con fenotipo autista y de la cepa B6/J como control en E18. Observamos que
existe una disminucién en el contenido de ambas citocinas en el cerebro de los ratones con
fenotipo autista (Figs. 6B y 6C).

En este sentido, el suprimir la sefializacion por IFN-y durante los primeros dias posnatales (P0-P4)
en ratones, tiene la propiedad de alterar la neurogénesis hipocampal y causar deficiencias
cognitivas en la adultez temprana al inducir el eje Sonic hedgehog (Shh)/BDNF en el hipocampo
de ratén (G. Wang et al., 2021), sefialando que la presencia de esta citocina en etapas tempranas
del neurodesarrollo puede modular positivamente el establecimiento de los circuitos
hipocampales. Evidencia adicional proviene de los ratones desnudos BALB/c, que poseen una
inmunodeficiencia primaria de linfocitos T, pues exhiben alteraciones en la sociabilidad y
conductas repetitivas complejas (Bauer-Negrini et al., 2022). En estos ratones ademas se observa
una disminucién en la expresién de IFN-y en la CPF comparados con ratones control (Bauer-
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Negrini et al., 2022), sugiriendo una relacién de la expresion de esta citocina con el
establecimiento de circuitos neuronales, y el desarrollo de conductas tipicas en los animales.

De igual manera, TNF-a puede tener un papel relevante en el desarrollo fisioldgico del SNC. Por
ejemplo, en ratones knockout para TNF-a (TNF7") y sus receptores (TNFR1/27) se ha reportado
gue existen deficiencias en la memoria especial medida a través de la prueba del laberinto de
Barnes (Camara et al., 2013). Al mismo tiempo, los ratones TNF”"y los ratones TNFR27- muestran
una disminucion en el contenido del factor de crecimiento nervioso (NGF) en el hipocampo y en
la CPF, sin cambios en la expresion de BDNF (Camara et al., 2013) indicando que la sefializacion
basal por TNF-a /TNFR2 es necesaria para una la expresion de este factor de crecimiento en estas
regiones del cerebro.

En este sentido, se ha propuesto el papel de TNFR2 como neuroprotector en patologias del SNC.
La estimulacion de TNFR2 en la microglia de ratdn en cultivos primarios promueve la produccién
de factores solubles antiinflamatorios como el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF) e IL-10 (Veroni et al., 2010), a su vez que este receptor tiene efectos protectores contra la
excitotoxicidad in vitro e in vivo (Papazian et al., 2021), y el uso de un antagonista especifico de
TNFR2 mostré la capacidad de disminuir el depdsito de péptidos de B-amiloide y mejorar la
cogniciéon en un modelo murino de Alzheimer (Orti-Casafi et al., 2022), sin embargo, su
participacidon en el contexto del TEA requerira futuras y cuidadosas investigaciones.

Lo anterior demuestra que la presencia de TNF-a basalmente es necesaria para estimular la
formacion de circuitos y para el establecimiento de conductas tipicas relacionadas con la memoria
espacial en los animales. Al respecto, se conoce que la cepa C58/J tiene un pobre desempefio en
la prueba del laberinto de T (Moy et al., 2008) que evalla la memoria de trabajo y ciertos aspectos
de la memoria espacial (McHugh & Bannerman, 2010) reforzando la idea de que las deficiencias
en el contenido de TNF-a en el E18 pueden impactar la memoria, particularmente en esta cepa.
Futuros estudios relacionando la baja expresiéon de TNF-a en esta etapa del desarrollo con las
deficiencias en la memoria y el aprendizaje de la cepa C58/J son necesarios.

Mediante analisis in silico se ha determinado que el promotor del gen que codifica para EphB2,
un receptor clave durante el desarrollo del SNC y para la plasticidad sinaptica (Arvanitis & Davy,
2008), contiene varios elementos de respuesta al factor de transcripciéon NF-kB, uno de los
efectores intracelulares canénicamente activados por TNF-a, sefialando un posible vinculo entre
la sefializacién de TNF-a y su actividad como regulador del desarrollo neuronal (Pozniak et al.,
2014).

Todo lo anterior en conjunto indica que las citocinas IFN-y y TNF-a cumplen funciones fisioldgicas
durante el desarrollo y en la adultez que pueden relacionarse con la sobrevida y la diferenciaciéon
neuronal, asi como la transmisién sindptica en el cerebro intacto. Esto indica que una disminucién
en su contenido cerebral durante la etapa embrionaria, como observamos en los ratones de la
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cepa C58/J, puede tener efectos negativos sobre la conectividad neuronal, la actividad sindptica
y la conducta de los animales en la vida adulta.

De forma interesante, observamos que, al normalizar el contenido de las citocinas contra el
contenido de proteinas totales, sélo IFN-y muestra la diferencia antes descrita en los cerebros de
fetos en el E18 (Anexo Il), resaltando la relevancia de esta citocina en esta etapa del desarrollo.
Por otro lado, algunos estudios han sefialado la importancia de utilizar la cantidad total de
proteinas para normalizar el contenido de mediadores inflamatorios (Zhou et al., 2010); sin
embargo, es de resaltar que utilizar este método de normalizacidon puede eliminar la variacion
entre sujetos experimentales que puede ser valiosa cuando se intenta modelar fendmenos
biolégicos complejos (Marks et al.,, 2012), por lo cual, ampliar el nimero de sujetos
experimentales de cada grupo puede ayudar a profundizar en el andlisis de estas diferencias.

Ademads, analizamos el contenido de las enzimas iNOS y ARG1 como una aproximacién inicial para
conocer si existe una polarizacién del perfil de activaciéon inmunolégica en el cerebro embrionario
de la cepa murina C58/J, hallando que no existen cambios en el contenido de éstas en el cerebro
total de los ratones con fenotipo autista, por lo menos en el E18 (Figs. 8A-8C). Estos resultados
sugieren, por un lado, que estos genes pueden estar regulados de forma diferente durante el
desarrollo embrionarioy su expresion puede no estar influenciada por mediadores inmunoldgicos
clasicos en esta etapa; o que, de hecho, un tipo de respuesta antiinflamatoria puede estar activa
y moderando la expresion de estas enzimas, asi como de IFN-y y TNF-a. De esta manera, resta por
caracterizar la expresion de citocinas antiinflamatorias, como IL-4, IL-10 y TGF-B, en el cerebro de
los ratones con fenotipo autista en esta etapa embrionaria.

Cabe sefialar que es necesario determinar el contenido de estas citocinas y de estas enzimas de
forma regién-especifica para conocer mas a fondo sobre su papel particular en la regulacién del
desarrollo de distintas estructuras del SNC.

Las hembras gestantes de la cepa murina C58/J presentan un aumento en el contenido sérico de
IFN-y

Se ha propuesto que la MIA puede impactar de manera importante en la aparicién de
trastornos del neurodesarrollo. Esto se puede deducir a partir de datos epidemiolégicos donde Ia
presencia de infecciones virales durante el primer trimestre del embarazo se asocia
positivamente con la incidencia de TEA en el producto (Atladoéttir et al., 2010). Inducir un estado
inflamatorio en las hembras gestantes experimentalmente tiene un efecto sobre la conducta y la
expresion de genes relacionados con la inflamacién en el cerebro de las crias (Carlezon et al.,
2019).

Para evaluar si un fendmeno similar ocurre en la cepa murina C58/) con fenotipo autista,
analizamos el contenido sérico de TNF-a e IFN-y en el suero de las madres gestantes en el dia E18.
Hallamos que las hembras gestantes presentan un aumento ligero pero significativo en el
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contenido sérico de IFN-y, comparadas con hembras gestantes de la cepa neurotipica (Fig. 7B),
mientras que el contenido de TNF-a no fue detectable a la dilucién y con la técnica empleadas
aqui (Fig. 7A).

La respuesta inmune tipo Thl y la expresién de IFN-y se regula a la baja de manera general
durante la gestacién, sin embargo, el contenido plasmatico de esta citocina en estados
perinatales préximos a la labor de parto disminuyen significativamente en comparacidn con otros
momentos de la gestacion (Veith & Rice, 1999). Nosotros, sin embargo, observamos que esta
citocina se encuentra elevada en el suero de las hembras gestantes en una etapa muy préxima al
término, senalando que estas hembras presentan una respuesta basalmente hiperactiva que
persiste a lo largo de la gestacion.

Curiosamente, un estado inflamatorio en la madre puede estimular a macréfagos de las
membranas fetales, induciendo la produccién de citocinas proinflamatorias, principalmente TNF-
a e IL-1, conllevando a un parto prematuro (Ravanos et al., 2015). Nuestras observaciones
cualitativas en los ratones de la cepa C58/J indican que las hembras presentan partos prematuros
en la mayoria de los casos, en comparacion con la cepa control, indicando una posible relacién
entre el estado inflamatorio de las ratonas gestantes y la biologia de la cepa.

En modelos murinos experimentales, la administracion de poli-I:C en el E12.5 ocasiona MIA e
induce una reduccion en la densidad de espinas dendriticas en la corteza cerebral de los
productos, con una reduccion de la transmision sindptica en esa area, acompafiado de conductas
repetitivas (Coiro et al., 2015). En la cepa C58/J, nuestro laboratorio ha descrito que existe una
reduccion en la densidad de espinas dendriticas en la CPF, y en general una reduccién en la
proporcién de espinas dendriticas con un fenotipo maduro en la CPF y el hipocampo (Bardn-
Mendoza et al., 2021), por lo que hipotetizamos inicialmente que el estado inflamatorio de las
madres podria estar impactando en la citoarquitectura neuronal de los productos en la cepa
C58/J. Nuestra evidencia, sin embargo, sefiala que existe una disminucion en el contenido de TNF-
ay de IFN-y en el cerebro de los fetos en el E18 (Figs. 6B y 6C), indicando que existen mecanismos
adicionales que se encuentran regulando la produccién de estas citocinas en el cerebro de los
fetos, por lo menos en el E18.

Futuros experimentos evaluando la concentracién de citocinas tanto en el suero materno como
en el cerebro de los fetos permitira describir la cinética de la produccidn de éstas, para conocer a
fondo su relacion con el desarrollo cerebral de la cepa C58/J.

TNF-a muestra una tendencia a aumentar en el suero de ratones macho adultos de la cepa C58/J

Un porcentaje de los sujetos con TEA muestra alteraciones inmunolégicas que son
rastreables a través de citocinas y quimiocinas aumentadas en concentracion en el sueroy en el
plasma (Ashwood, Krakowiak, et al., 2011b; Matta et al., 2019). Por ello, decidimos evaluar si los
ratones de la cepa C58/) presentan alteraciones similares en muestras de suero. Observamos que
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TNF-a presenta una tendencia a aumentar en el suero de los ratones macho con fenotipo autista
(Fig. 10A), lo cual no se reflejo de igual forma para IFN-y (Fig. 10B).

Aunque las implicaciones de una desregulacion inmunoldgica en tejidos periféricos en el contexto
del TEA aun no han sido descifradas por completo, existen varias lineas de evidencia sobre sus
efectos deletéreos y su relacidén con otros componentes del TEA (Matta et al., 2019).

Por ejemplo, un contenido aumentado de citocinas puede modificar la permeabilidad de la BHE,
un fendmeno que se ha descrito en los sujetos con TEA (Fiorentino et al., 2016). De igual forma,
se sabe que una variedad de autoanticuerpos dirigidos contra epitopos del SNC se encuentran
presentes en el plasma de nifios con TEA (Mazur-Kolecka et al., 2014; Singer et al., 2006; Singh et
al., 1997), ademas de aumentos en la cantidad de proteinas del SNC circulantes en sangre como
S100B (Shaker et al., 2016; Tomova et al., 2019) y GFAP (J. Wang et al., 2017), reforzando la idea
de que la integridad de la BHE en estos individuos se encuentra comprometida como una posible
consecuencia el aumento sistémico de citocinas.

Resultard de interés evaluar la integridad basal de la BHE, asi como la presencia de
autoanticuerpos en el plasma de los ratones de la cepa C58/J con el fin de trazar paralelismos
entre esta cepa y las observaciones en humanos con TEA.

La cepa C58/J presenta SNPs en genes relevantes para la identidad de la microglia y la respuesta
inmune

Nuestro grupo previamente ha descrito la presencia de SNPs en 454 genes de la cepa C58/)
gue se relacionan con procesos biolégicos diversos entre los que destacan la plasticidad sindptica,
la dindmica del citoesqueleto neuronal y el neurodesarrollo (Barén-Mendoza et al., 2021). En este
trabajo utilizamos los chips de genes MG400 y MG550 (Butovsky et al., 2014; Madore et al., 2020),
gue agrupan aproximadamente 500 genes Unicos que se relacionan con la identidad de la
microglia y la respuesta inmune, con el fin de conocer cudles de los genes con SNPs en la cepa
participan ademas en estos procesos.

Identificamos once genes que son relevantes para la identidad de la microglia y nueve genes que
participan en la respuesta inmune (Tabla 3) que contienen SNPs en la cepa C58/J). Al realizar un
enriquecimiento de términos de ontologia de genes, observamos que estos participan en una
diversidad de procesos que involucran la produccién y secrecion de citocinas y quimiocinas, y el
neurodesarrollo (Fig. 12A).

De manera interesante, al comparar los veinte genes con SNPs en la cepa C58/J que participan en
la diferenciacién de la microglia y en la respuesta inmune con la base de datos de SFARI Gene, la
cual reldne genes que se han reportado asociados al TEA, y les asigna un puntaje de confianza de
acuerdo con el grado de evidencia que existe sobre su implicacién en el trastorno (De Rubeis et
al., 2014, Feliciano et al., 2019; lossifov et al., 2014; Torrico et al., 2019), observamos que los
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genes Tm9sf4 y Lrp1 poseen ortélogos en humanos (TM9SF4 y LRP1, respectivamente) que han
sido catalogados como genes de riesgo para desarrollar TEA.

La proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad (LRP1) es una proteina
glicosilada transmembranal tipo | receptor conformada por una cadena a extracelular de 515 kDa
unida a la membrana celular mediante interacciones no covalentes con la cadena B
transmembranal de 85 kDa (L. Yang et al., 2016), y regula el metabolismo de mds de cuarenta
ligandos enddgenos, incluyendo a la apolipoproteina E (ApoE) y B-amiloide (Strickland &
Holtzman, 2019) y se han descrito varias vias por las cuales puede modular la activaciéon inmune
en el SNC.

Por ejemplo, su deficiencia en macrofagos periféricos in vivo regula a la baja la expresion de
marcadores de la respuesta tipo M2, y promueve un tipo de respuesta tipo M1 (May et al., 2013).
Mas aun, el antagonizar su activacion en cultivos primarios de microglia tiene la propiedad de
inducir la activacién de la cinasa c-Jun N-terminal (JNK) y de NF-kB, ademas de potenciar la
produccidon de citocinas como TNF-a e IL-1B y aumentar la sensibilidad de estas células a
estimulos como LPS (L. Yang et al., 2016), senalando que LRP1 tiene un rol importante en la
regulacién de la respuesta inmune en macroéfagos, incluida la microglia. A pesar de que todos los
SNPs del gen Lrpl identificados en la cepa C58/) corresponden a variaciones codificantes
sindbnimas (Anexo 1), se requieren mas experimentos para conocer su participacion en la
modulacién de la activacién de la microglia y la respuesta inmune en el SNC de estos ratones.

La proteina 4 de la superfamilia de 9 dominios transmembranales (TM9SF4), por su parte, es una
proteina perteneciente a la familia TM9 que se asocian a motivos transmembranales ricos en
glicina y promueve su localizacidon hacia la membrana plasmatica, actuando como una proteina
chaperona en la via secretora desde el aparato de Golgi (Perrin et al., 2015; Vernay et al., 2018).
Abatir su expresion en macréfagos periféricos in vivo puede producir una polarizacion hacia un
perfil M1 y suprimir el perfil de respuesta tipo M2 en el contexto de la enfermedad inflamatoria
intestinal (Xie et al., 2022), sin embargo, su participacion en procesos del SNC no ha sido descrita,
por lo que caracterizar la contribucion de los SNPs de este gen al fenotipo de la cepa C58/J resulta
de interés para futuras investigaciones.
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11. Limitaciones del estudio

El uso de animales para el modelado de fendmenos complejos, como trastornos
psiquidtricos y del neurodesarrollo en humanos, representa un reto debido a la heterogeneidad
de estas condiciones en el propio humano. La interpretacion de los datos debera realizarse con
cautela para poder hallar similitudes potencialmente extrapolables entre el modelo y la condicién
humana.

En este estudio hemos identificado que existen diferencias en el contenido de citocinas
proinflamatorias en la cepa de ratones C58/J, un modelo murino de autismo que ha sido
caracterizado conductualmente. Cabe mencionar que los datos obtenidos en embriones deben
ser interpretados de manera cuidadosa debido a la heterogeneidad dada por el uso de cerebros
completos, enmascarando posibles diferencias sutiles que sean regidon-especificas, ademas de
gue los datos aqui presentados en el caso de los fetos han agrupado tanto a hembras como a
machos, afiadiendo una capa adicional de incertidumbre.

En el caso de las citocinas en el hipocampo adulto sdlo hemos presentado datos obtenidos a partir
de machos, por lo que la incorporacién de hembras a estos estudios enriquecerd de forma
importante el entendimiento de la cepa C58/) como modelo para el estudio del autismo,
considerando las marcadas diferencias en la prevalencia de estos trastornos que se observa entre
hombres y mujeres.

Por ultimo, sera necesario correlacionar los datos que indican un estado neuroinflamatorio con
las conductas tipo autistas que caracterizan a la cepa C58/) como un modelo para su estudio, lo
cual no ha sido incluido en el presente estudio, siendo esto uno de los principales objetivos para
hallar posibles mecanismos que vinculen a las alteraciones inmunes con cambios en la conducta
en el contexto del TEA.
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12.

Conclusiones

Conclusiéon general

Los ratones de la cepa murina C58/) presentan alteraciones en la respuesta inmunoldgica que se

manifiesta a través de una disminucion en el contenido de IFN-y y de TNF-a durante el desarrollo

embrionario, y un posterior aumento en el contenido hipocampal de IFN-a y MCP-1, con una tendencia a

aumentar de TNF-a, durante la adultez temprana, acompafiados de cambios en el contenido sérico de

TNF-a.

Conclusiones particulares

Los ratones de la cepa C58/ con fenotipo autista ) muestran alteraciones en la trayectoria
del desarrollo del sistema nervioso central que se relaciona con una disminucién de la
masa cerebral durante el desarrollo embrionario y un aumento de ésta hacia la décima
semana de edad, cuando se les compara con una cepa neurotipica.
Mostramos que los ratones macho adulto de la cepa C58/) presentan alteraciones que se
relacionan con un proceso neuroinflamatorio a través de:

o Unaumento en el contenido hipocampal de IFN-y y de MCP-1.

o Una disminucion en el contenido hipocampal de ARG1.

o Una tendencia al aumento del contenido sérico e hipocampal de TNF-a.
Los ratones de la cepa C58/) presentan alteraciones durante el neurodesarrollo que
podrian vincularse con un tipo de respuesta antiinflamatoria cerebral debido a que
exhiben un contenido disminuido de las citocinas TNF-a e IFN-y en el cerebro total.
Las hembras gestantes de la cepa C58/) presentan un aumento en la respuesta
proinflamatoria basalmente, pues presentan un aumento en el contenido sérico de IFN-y.
Los ratones de la cepa C58/J) presentan polimorfismos de nucledtido Unico en genes que
se relacionan con la identidad de la microglia y la respuesta inmune, dos de los cuales
(Lrp1 y Tm9sf4) poseen ortdlogos en humanos que han sido reportados como genes de
riesgo para desarrollar trastorno del espectro autista.
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13.

Perspectivas

Correlacionar la presencia de un proceso neuroinflamatorio en el cerebro de los ratones
C58/J con los cambios conductuales observados en la cepa.

Analizar las vias celulares anti-apoptéticas (BCL-2) y pro-apotdticas (BAX, PUMA) en los
cerebros embrionarios y adultos de ratones C58/J y su posible relaciéon con cambios en el
volumen cerebral.

Analizar la relacién de los receptores IFNyR1/2 con posibles cambios en la elongacion vy el
desarrollo de neuritas, en el cerebro embrionario y adulto de los ratones C58/]J.
Investigar sobre cambios en la proporcidn basal de citocinas antinflamatorias (IL-4, IL-10
y TGF-B1) en el cerebro de los ratones C58/J.

Evaluar registros electrofisiolégicos en el hipocampo de los ratones C58/J y relacionarlo
con los cambios observados en el contenido de citocinas que inducen excitoxicidad, como
TNF-a e IL-1B.

Evaluar si los cambios en el contenido de citocinas son prevalentes en etapas del
desarrollo anteriores al E18.

Evaluar si el restablecimiento de TNF-a puede tener efectos favorables sobre la memoria
espacial en los ratones de la cepa C58/J.

Determinar el contenido de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IFN-y) y antiinflamatorias
(IL-4, 1L.-10 y TGF-B1) de forma regién-especifica en cerebros embrionarios de ratones
C58/).

Evaluar el contenido de citocinas en el suero materno de ratonas C58/J en diferentes
puntos de la gestacion.

Determinar la presencia de proteinas del SNC, asi como de autoanticuerpos en el suero
de los ratones C58/J y correlacionarlo con los cambios conductuales observados en la
cepa.

Evaluar las propiedades bioquimicas que inducen los SNPs identificados sobre las
proteinas Lrpl y Tm9sf4, y determinar si causan alteraciones en sus funciones que se
relacionen con un fenotipo relevante para el TEA en la cepa C58/J.
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Anexo |. Lista de anticuerpos utilizados
Qo LI Proteina Secuencia del Especie, Dilucion
del No. cat., , . -
. blanco antigeno clonalidad utilizada
anticuerpo No. lote.
Anti- Bi?);ien;ﬁncé:gz r?ii(rlicég Aminoécidos 1126- lgG1
NOS2 gy . ; 1144 del carboxilo monoclonal 1:200
(c-11)  Cat-scr2rl, inducble ool de iNOS de raton
lote H2520. (NOS) ' '
Anti- Iggl[trg%e;, Péptido sintético I9G
. . Arginasal CFGLAREGNHKPID . )
ArgT ase 1?;22’ (ARG1) del al carboxilo pollgg)bngl o =
VI3086052. terminal de ARG1.
Anticuerpo
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anti- Abcam, ant;;gé(; b IgG
mouse cat. ab6789, desarrollado IgG de ratén policlonal de  1:20,000
IgG lote GR3234. cabra
(HRP) en _cabra y
conjudado a
HRP
Anticuerpo
secundario
Donkey Santa Cruz anti-lgG de
SRRt [EISRErelogh: T IgG de cabra olicllgSal de 1:15,000
IgG cat. sc-2020, desarrollado 9 P bUIo T
(HRP) lote n.d. en cabray
conjudado a
HRP
n.d. no disponible
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Anexo Il. Cuantificacién de IFN-y, TNF-a y MCP-1 en los cerebros totales de fetos en el

E18 y en el hipocampo de ratones macho adultos de ambas cepas utilizando la cantidad
(mg) de proteina para normalizar el contenido de citocinas. Cuantificacién del contenido de
A) TNF-a e B) IFN-y en cerebros totales de fetos en el E18. Cuantificacion de C) TNF-a, D) IFN-y y
E) MCP-1 en el hipocampo de ratones macho de diez semanas de edad de ambas cepas. Las
graficas representan la media + E.E.M.; n = 7 (cerebros totales de fetos), n = 6 (hipocampos
adultos). El analisis estadistico se realizé6 empleando la prueba t de Student de dos colas, para
muestras no pareadas. * p < 0.05.
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Anexo Il Lista de polimorfismos de nucle6tido Unico identificados en genes relevantes para la identidad de la microglia
y la respuestainmunitaria a partir del conjunto de datos Sanger4 (MPD:388).
Cromosoma bp38 rs Observado Anotacion Siml;cglr? fe Nombre del gen
2 34989210 rs27169018 CIT Cn
2 35013637 rs13476427 CIT Cn
2 35019651 rs27168919 CIT Cs
2 35019663 rs27168918 CIT Cs
2 35028134 rs27168886 AIG Cs
2 35028174 rs27168885 AIG Cn
2 35029436 rs27168875 AlG Cs Hc Hemolytic complement
2 35030459 rs27168872 CIT Cn
2 35035977 rs27168831 AlG Cs
2 35036022 rs27168830 AlG Cs
2 35045325 rs219584343 CIT Cs
2 35045912 rs27168790 AIG Cs
2 35057396 rs252751350 CIT Cs
2 122685194 rs27468242 C/IG Cn SIc30a4 Zinc transporter 4
2 122702118 rs51084527 CIT Cs
2 153194345 rs28300416 CIT Cs
2 153203880 rs13476847 AlG Cs Tmosfa Transm_embrane 9
2 153208645 rs28283264 CIT Cs superfamily member 4
2 153208690 rs13476840 AlIG Cs
3 135511812 rs13469706 AlIG Cn .
Manba Beta-mannosidase
3 135570332 rs30851979 CIT Cn/NC
3 135590375 rs13472037 CIT Cs
Nuclear factor NF-
3 135601501 rs31054249 AlIG Cs Nfkbl kappa-B p105 subunit
3 135603838 rs13472038 CIT Cs
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3 135608234 rs30771025 AlG Cs

3 135613666 rs13477428 CIT Cs

6 89332741 rs30021144 AlG Cs

6 89335215 rs30268797 AIT Cs

6 89340583 rs30856414 AlG Cs

6 89342639 rs30565102 AlG Cs

6 89354949 rs30226054 CIG Cs

6 89356509 rs49080641 GIT Cs

6 89356635 rs29829443 AlG Cs

6 89356674 rs30470909 CIT Cs Plxnal Plexin-Al

6 89356746 rs30741189 AlG Cs

6 89356863 rs30664791 CIT Cs

6 89356932 rs30319587 CIT Cs

6 89357064 rs30841834 CIT Cs

6 89357343 rs47244655 CIG Cs

6 89360689 rs50699473 CIT |

6 89360693 rs48173097 AIG 1/Cn

6 129468995 rs30117984 A/G/T 1/Cs/StopG/NC Clec7a C-type lectin domain
6 129470991 rs30165339 CIT Cn/NC/I family 7. member A
8 89028672 rs33111193 AIG Cs

8 89030664 rs33499749 AIG Cs

8 89031222 rs32715788 AIG CS

8 89031645 rs46230063 AIG Cs

8 89031654 rs51184631 AlG Cs Salll Sal-like protein 1
8 89031687 rs51871543 AIG Cs

8 89032044 rs33285465 CIT Cs

8 89032524 rs13479905 AIG Cs

8 89033190 rs32671401 AIG Cs
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8 89033225 rs33019190 CIT Cn
8 89033274 rs33615446 CIT Cs
9 124124393 rs51935306 GIT Cn
9 124124454 8254378 A/G Cs
9 124124546  rs8254379 A/G Cn
9 124124557 8254380 A/G Cn
9 124124571  rs8254381 cIT Cs
9 124124581 8254382 CIT Cs ot C-C chemokine
9 124124828 rs30141095 A/G Ccn receptor type 5
9 124124840 rs215765133 CIT Cn
9 124124915 rs51122988 CIT Cn
9 124124998  rs8254385 AG Cn
9 124125093  rs8254386 CIT Cs
9 124125315 rs46884338 GIT Cn
10 127541065 rs47680220 AG Cs
10 127572954 rs29357071 A/G Cs
10 127577012 rs29347892 cIT Cs
10 127578130 rs29356512 A/G Cs Prolow-density
10 127578608 rs29344938 AIG Cs Lrpl lipoprotein receptor-
10 127578643 rs29378254 GIT Cs related protein 1
10 127581813 rs29342571 A/G Cs
10 127595386 rs29360347 AIG Cs
10 127605527 rs29364825 AIG Cs
11 75214077 rs108215173 GIT licn
11 75214130 rs28216936 CIT lICs ,
11 75214146 1s49945763 CIT Icn  Rindrl Rem”'ol?k'g ;eceptor'
11 75265163 rs28216726 GIT Cs/|
11 75265445 rs13481103 CIT Cs/|
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11 75265916 528216725 AIG Csll
11 75266037 529461496 cIT cnll

11 75214077 rs108215173 GIT liCn

11 75214130 528216936 cIT liCs

11 75214146 149945763 CIT liCn

11 75265163 528216726 GIT Csll

11 75265445 513481103 CIT Csll

11 75265916 528216725 AIG Csll

11 75266037 1529461496 CIT cnll

17 66732307 rs47894850 CIT | Receptor-type
17 66732308 rs46374442 AlIG | Ptprm tyrosine-protein
17 66762190 rs13483078 CIT Cs phosphatase mu
17 78655541 rs33613138 CIT Cs

17 78655556 rs29517830 cIT Cs

17 78656951 551675617 AIG Cs

17 78657927 rs49062742 cIT Cs

17 78660165 rs46071905 AICIT Cs

17 78660186 rs48951565 cIT Cs

17 78660204 rs50460296 CIT Cs

17 78661820 rs47234737 AIG Cs sum Suintin
17 78664696 rs46777065 AIG Cs

17 78667251 rs33095308 CIT Cs

17 78670365 529501702 AIT |

17 78677403 rs49317682 CIT Cs

17 78682893 rs47813641 AIC cn

17 78684376 rs33479015 AIG Cs

17 78692395 rs47156944 AIG Cs

17 78700945 rs33123704 AIG Cs
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6 78377467 rs13478842 A/G Cs Reg3d Reg lll delta
10 3259314 rs29348769 CIT Cnll
10 3259361 rs29353203 CIT Cnll Hist bl
istocompatibility
10 3259766 rs29317055 CIT Cn H60c antigen 60c
10 3260343 rs13480463 A/C Cn
10 3260416 rs29358823 CIT Cs
2 157465910 rs13476864 AIG Cs
2 157469823 rs33064724 CIT Cs Neuronal proto-
Src oncogene tyrosine-
2 157469823 rs33064724 CIT Cs
11 46528416 rs13481009 A/CIG Cn GmM12169 Predicted gene 12169
11 46528591 rs28230503 AIG Cn
WAP four-disulfide
Wifdc3 ) .
2 164734256 rs13476891 CIT Cs core domain protein 3
10 127742253 rs29381933 CIT Cn
10 127742413 rs29338595 C/IT Cs Zbth39 Zinc finger and BTB
10 127742453 rs13480822 CIG Cn domain-containing 39
10 127743270 rs33849832 CIG Cn
) Smad nuclear-
Snipl . X .
4 125068158 rs13474356 AIG Cn/U5 interacting protein 1
8 84031094 rs33078056 CIT Cs
8 84031391 rs32626564 CIT Cs
8 84032038 rs32861063 CIT Cn
8 84032100 rs6246587 AlG Cn/U3 I127ra Interleukin-27 receptor
8 84034244 rs32851408 AIG Cs subunit alpha
8 84034274 1rs50122130 GIT Cs
8 84036182 rs48535072 CIT Cs/U3
8 84040685 rs51624342 CIT Cn
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8 84042194 rs50691714 AlIG Cs
Zinc finger and BTB
2 37429671 rs13476435 AIT Cn Zbtb6 domain-containing
protein 6
Cs Codificante sinGnimo
Cn Codificante no sinénimo
U5 Variacion de la region 5' UTR
UK Variacion de la region 3' UTR
I Variacion intronica
NC Variacion en gen RNA no codificante
StopG Codén de paro
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