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Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA) aumenta su prevalencia global afio con afo. Este
trastorno del neurodesarrollo se caracteriza por 4 ejes sintomaticos principales: 1)
alteraciones en la comunicacion, 2) conductas repetitivas o estereotipadas, 3) dificultades
en la interaccidn social y 4) alteraciones sensoriales. Su diagndstico se realiza mediante el
analisis de la conducta y actualmente no existe un marcador bioldgico para su diagndstico.
De hecho, la gran mayoria de casos de autismo son idiopaticos.

En un esfuerzo por ampliar nuestro entendimiento del TEA, se han generado diversos
modelos animales de este trastorno. Uno de los modelos idiopaticos de mayor uso es el
raton BTBR (Black and Tan BRachyury). La cual es una cepa endogamica recientemente
considerada como modelo del TEA. Debido a que presenta conductas repetitivas, déficits
en su interaccion social, y comunicacion alterada.

Multiples alteraciones neurobioldgicas han sido descritas en la cepa BTBR, siendo la mas
evidente su agenesia del cuerpo calloso. Ademds de esto se han realizado multiples
estudios genéticos que han arrojado grupos de genes afectados en estos ratones. Entre
estos el gen Itpr3, cuya alteracién es la causante de la pérdida de pelaje que caracteriza a
este modelo.

Debido a que el uso de esta cepa ha sido ampliamente extendido resulta importante
indagar mds en su fondo neurobiolégico. Con este propdsito, este trabajo se enfocd en
analizar la morfologia de las neuronas piramidales de CA1l en cultivos organotipicos del
hipocampo de esta cepa, a partir de imagenes obtenidas a través de microscopia de dos
fotones.

La complejidad del arbol dendritico basal de estas neuronas y su densidad de espinas
dendriticas estan disminuidas en comparacion con la cepa C57, lo que sugiere un menor
numero de contactos sinapticos.

En suma, estos hallazgos muestran que las neuronas piramidales de CA1 en el hipocampo
de ratones BTBR tienen alteraciones morfolégicas que potencialmente afectan su
capacidad de comunicacién, lo que contribuye al entendimiento de las bases
neurobioldgicas del TEA.



1. Antecedentes
1.1 Trastorno del espectro autista

La palabra autismo tiene sus raices en el término griego “autds”, que significa uno
mismo. Usada por primera vez en 1911 por el psiquiatra Eugen Bleuler, para describir la
desconexién del mundo externo y ensimismamiento observados en pacientes con
diagnodstico de esquizofrenia (Kuhn, 2004). Posteriormente Leo Kanner, en 1943, describio
a una supuesta esquizofrenia de inicio temprano en nifios con dificultades en la
interaccién y comunicacion con otros bajo el mismo término: autismo (Kanner, 1943). Fue
hasta 1972 que Michael Rutter definié al autismo como un trastorno del neurodesarrollo,

separado de la esquizofrenia (Rutter, 1972).

Hoy reconocemos al trastorno del espectro autista (TEA) no como a un desorden Unico,
sino un grupo de trastornos que comparten ciertas caracteristicas, pero difieren en su
etiologia (Hirota & King, 2023). Se tienen definidos cuatro ejes sintomaticos principales: 1.
Deficiencias en el lenguaje verbal y no verbal, 2. Deficiencias en la interaccién social, 3.
Conductas estereotipadas y/o repetitivas, y 4. Alteraciones en el procesamiento sensorial
(American Psychiatric Association, 2013). Algunos sugieren que la definicion de TEA que
ahora incluye un espectro mas amplio puede explicar parcialmente el aumento en su
prevalencia con respecto a estimaciones anteriores (Hansen et al., 2015; Hirota & King,

2023).

Multiples estudios apuntan a un incremento constante en la prevalencia del TEA, con el
reporte de mas reciente publicacién indicando que aproximadamente 1 de cada 100 nifos
es diagnosticado con TEA alrededor del mundo (Zeidan et al., 2022). El dato mds actual
reporta una prevalencia de 1 en 36 individuos en los Estados Unidos de América (Shaw et
al., 2023). Y en México un estudio realizado usando como muestra nifios del estado de
Guanajuato estimd una prevalencia de 1 entre cada 115 nifios (Fombonne et. al., 2016). Es
probable que los cambios en los criterios de diagndstico, una mayor conciencia sobre el
TEA, una mejor verificacién durante el desarrollo y un mayor acceso a servicios, como la

intervencién conductual temprana y la educacidon con programas individualizados, hayan



contribuido a la mayor prevalencia de TEA (Hansen et al., 2015). Debido a esto, resulta de

interés continuar con la investigacion sobre la neurobiologia del TEA.
1.2. Etiologia y factores de riesgo

El estudio de la genética del TEA ha revelado el importante papel que ésta juega en el
desarrollo del trastorno. Los estudios que evaluaron la prevalencia del TEA encontraron
qgue, en gemelos idénticos, si un gemelo tiene TEA, el otro tendra entre un 36% y un 95%
de posibilidades de desarrollar TEA. En gemelos no idénticos la probabilidad de que el otro
gemelo presente TEA se reduce al 0-30% (Hallmayer et al., 2011; Rosenberg et al., 2009).
Los hermanos de nifios con TEA tienen un riesgo del 2 al 8% de desarrollar el trastorno, y
este riesgo aumenta del 12 al 20% si el nifio afectado muestra déficits en uno o dos de los

dominios afectados del TEA (Bolton et al., 1994).

Los factores de riesgo genéticos para el TEA se comparten con otros trastornos
psiquiatricos y del neurodesarrollo (Phil H. Lee 2019; Wu et al., 2020). El nimero de
variantes genéticas asociadas al TEA es relativamente bajo ("100 genes) y se asocian con
un riesgo significativo de presentar el trastorno (Sanders et al., 2015). Mientras que
aquellas asociadas a un riesgo menor representan la mayoria de los casos, constituyendo
miles de ellas (Willsey et al., 2022). Un gran numero de estos genes participan en la
regulacién de la expresidén génica, neurogénesis, modificacion de la cromatina y funcién
sindptica (Durak et al., 2016; Ip et al., 2018; Ogiwara et al., 2018; Wilkinson et al., 2015;
Zhang et al., 2021).

Un metanalisis identificé que los factores maternos, como la hipertensién gestacional, el
sobrepeso antes o durante el embarazo, la preeclampsia y la edad materna de 35 afios o
mas estan asociados con tasas mas altas de TEA (Kim et al., 2019). Ademds, los estudios de
cohortes y de casos control informan que la edad paterna avanzada aumenta 21% el
diagnodstico de TEA en la descendencia por cada aumento de 10 afios (S. Wu et al., 2017).
Otros factores como el uso de medicamentos durante el embarazo y el periodo entre
embarazos tanto corto (<12 meses) como largo (272 meses), se asociaron con un mayor

riesgo de diagndstico de TEA (Zerbo et al., 2015).



Estudios epidemioldgicos proporcionan evidencia de que la exposicién de las madres
embarazadas, especialmente durante el primer o segundo trimestre, a infecciones virales
o bacterianas, promueve la activaciéon inmune materna (AIM) y aumenta el riesgo de
enfermedades neuropsiquiatricas, incluido el TEA, en sus hijos un 13%, en comparacion
con los hijos de madres embarazadas no expuestas (Estes & McAllister, 2016). La
exposicion de las madres embarazadas a medicamentos psicotréopicos, especialmente
durante el primer trimestre, también se considera un factor de riesgo para el TEA
(Gardener et al., 2009). Con respecto al uso de medicamentos durante el embarazo y el
riesgo de TEA, el riesgo absoluto de TEA para la descendencia fue del 4,4%;
particularmente con exposiciones al acido valproico durante el embarazo en un estudio

poblacional de 655, 615 niflos en Dinamarca (Christensen et al., 2013).

Se tiene un avance significativo en cuanto al entendimiento de este trastorno, pero aun se
necesitan estudios clinicos adicionales para validar los factores genéticos y de riesgo
encontrados hasta la fecha, asi como elucidar la neurobiologia y neurofisiologia alrededor

del TEA. Los modelos animales han cooperado en gran manera a este respecto.

1.3 Modelos animales del TEA

En la actualidad no se dispone de marcadores bioldgicos para el diagndstico del TEA,
clinicamente se diagnostica principalmente a través de evaluaciones del comportamiento.
Los modelos animales de TEA actualmente establecidos presentan comportamientos
similares a los del TEA en humanos. Para explorar herramientas potenciales que puedan
participar en los mecanismos neurobiolégicos del TEA humano, se han propuesto y

establecido modelos genéticos, ambientales e idiopaticos.



1.3.1 Modelos genéticos

Las alteraciones genéticas identificadas en el humano han servido de referencia para
desarrollar diversos modelos animales. Los genes alterados van desde la familia de las
neurexinas, participes en la adhesion sindptica (Guang et al., 2018; Li & Pozzo-Miller,
2020), hasta las neuroliginas, moléculas de adhesién celular responsables de la estabilidad
en la estructura sinaptica (Chanda et al., 2016). Uno de los modelos genéticos
mayormente utilizado en la actualidad es el modelo de Shank3, este gen codifica para
SHANK3, una proteina de andamiaje de la densidad postsindptica. Este modelo se ha
replicado en mosca, pez cebra, ratén, rata, perro y mono (Liu et al.,, 2018; Song et al.,
2019; Tian et al., 2023; Song Wu et al., 2017; Zhou et al., 2019). Los ratones Shank3
(heterocigotos y homocigotos), son considerados un modelo de TEA, debido a que
presentan deficiencias en la interacciéon social, alteraciones sensoriales, conductas
repetitivas (acicalamiento excesivo) y vocalizaciones ultrasdnicas menores (Bozdagi et al.,
2010). Sin embargo, no son el Unico modelo genético de TEA, existen modelos como
MECP2 (modelo de Rett), modelo del X fragil, sindrome de la duplicaciéon de MECP2,
etcétera (Bagni & Zukin, 2019; D’Mello 1ll, 2021; Ip et al., 2018; Zhang et al., 2017).

1.3.2 Modelos ambientales

Los modelos inducidos ambientalmente afectan a la descendencia a través de Ia
exposicion de la madre a medios infecciosos/inflamatorios y a partir de sustancias
quimicas especificas; que promueven rasgos de comportamiento similares al TEA (lwata et

al.,, 2010).

Por ejemplo, el tratamiento con endotoxina y acido policiclico polisacarido a la mitad de la
gestacién en roedores, induce comportamientos similares al TEA en las crias (Xuan &
Hampson, 2014). Ademas, la exposicidn a infecciones virales en roedores resulta en una
disminucion de la conducta social en la descendencia y un aumento de los

comportamientos estereotipados en la descendencia, considerandose un fenotipo tipo
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TEA (Ohkawara et al., 2015). Estos modelos se pueden utilizar para explorar cambios
neurolégicos y de comportamiento, junto con los mecanismos moleculares y bioquimicos
implicados en el TEA. Sin embargo, la mayoria de estos modelos animales evalian
procesos inflamatorios globales que afectan en mas de un sistema, lo cual debe ser

tomado en cuenta al momento de obtener conclusiones a partir de ellos.

Uno de los modelos ambientales mayormente estudiado es el de exposicion prenatal al
acido valproico (VPA). El VPA es un acido graso de cadena corta que se utiliza ampliamente
como antiepiléptico y estabilizador del estado de danimo (Charlier et al., 2021). Los estudios
clinicos reportaron un mayor riesgo de presentar defectos en el tubo neural,
malformaciones extracerebrales, retrasos en el desarrollo, deterioro cognitivo y TEA
cuando se toma VPA durante el embarazo (Danzer, 2019). La exposicidon prenatal al VPA
causa el sindrome del acido valproico fetal (FVS), los nifios con FVS muestran una
incidencia significativamente mayor de problemas de desarrollo, disminucién de la
inteligencia verbal y, a menudo, problemas de comunicacién comérbidos asociados con el
TEA (Mutlu-Albayrak et al., 2017). Los roedores expuestos prenatalmente al VPA exhiben
un comportamiento deficiente comparable al de los individuos autistas, y por esto se han
utilizado ampliamente como modelo comun para estudiar la neurobiologia del autismo

(Jiang et al., 2022).

1.3.3 Modelos idiopaticos

Las cepas endogdmicas de roedores que mostraron deficiencias sociales y
comportamientos repetitivos sustanciales, se consideran un modelo de TEA idiopatico. Un
ejemplo de esto son los ratones BTBR T* Itpr37/), esta cepa se derivd de la cepa
endogamica BTBR (Black and Tan BRachyury) que portaba las mutaciones a' (nonagouti;
black and tan), Itpr37 (receptor 3 de inositol 1,4,5-trifosfato; tufted) y T (braquiuria), que

actualmente es una de las cepas mas estudiadas (Meyza & Blanchard, 2017).



Originalmente esta cepa se utilizaba para estudios sobre resistencia a la insulina,
nefropatia inducida por diabetes y fenilcetonuria, pero hace poco mas de diez afios se
considerd un potencial modelo del TEA por mostrar comportamientos robustos asociados
al TEA (Bolivar et al., 2007; Moy et al., 2007). El gen del receptor 3 de trifosfato de inositol
(Itpr3) fue sefalado como responsable del locus copetudo (tf) del ratén (Ellis et al., 2013),
lo que resulté en un cambio del nombre de la cepa de BTBR T*%/J a BTBR T* Itpr37/J (Figl).
Ademas, se descubrié que la eliminacién en el gen Itpr3 causaba indiferencia en los
ratones BTBR hacia los sabores dulce, umami y amargo (Tordoff & Ellis, 2013), lo que a su
vez afecta la ingesta de alimento, y favorece un consumo preferencial de grasas (Tordoff et
al., 2014), respecto a una dieta rica en carbohidratos, factor destacado a considerar si se

desea someterlo a condicionamiento operante.

Figura 1. Raton BTBR. La fotografia muestra a un
ratén BTBR adulto, que presenta el caracteristico
fenotipo del locus copetudo (tf), asi como los
patrones de pérdida de pelaje (Ellis et al., 2013).

Recientemente se sefalaron muchas similitudes neuroanatdémicas entre el modelo de
ratdn BTBR y ciertas subpoblaciones de pacientes con TEA, impulsado por el desarrolloy la
popularizacién de técnicas de neuroimagen que permitieron una vision mas sistematica de
las diferencias en la morfologia cerebral. Hasta 2013, la mayor parte de la informacién
sobre la conectividad cerebral aberrante en ratones BTBR, incluida la sorprendente
agenesia completa del cuerpo calloso (aCC) y la reduccién de la comisura del hipocampo,
provenian de evaluaciones histolégicas post mortem (Bohlen et al., 2012; Jones-Davis et
al., 2013; Wahlsten et al., 2003). De manera similar, recientemente se confirmaron
cambios en la forma y localizacion de muchas estructuras cerebrales, incluidos el
hipocampo y la amigdala (Mercier et al.,, 2012). Las aberraciones neuroanatdmicas
analogas en subpoblaciones de pacientes con TEA se reportaron en afios recientes

(Bridgman et al., 2014; Packer, 2016; Wegiel et al., 2010).



Los ratones BTBR exhiben ademads alteraciones importantes en la morfologia de los
ventriculos cerebrales y reduccion de las fractonas de heparan sulfato del nicho
neurogénico de la zona subventricular del ventriculo lateral, que es la matriz extracelular
especializada propia de la regién neurogénica (Mercier et al., 2012). El hepardn sulfato
(HS) es un proteoglicano de la matriz extracelular involucrado tanto en la guia axonal como
en la formacion de espinas dendriticas (Pérez et al., 2016). También se encontré esta
deficiencia en HS en el andlisis post mortem de cerebros de nifios con TEA (Pearson et al.,

2013).

Los estudios transcriptomicos y proteémicos muestran que la guia de los axones, la
neurogénesis (Daimon et al.,, 2015), asi como la mielinizacion (Wei et al., 2016) y la
generacion de oligodendrocitos (Jasien et al., 2014) estan regulados de manera diferente
en los cerebros BTBR en comparacion con los ratones B6. La combinacién del fenotipo
acalloso con una neurogénesis disminuida (Stephenson et al., 2011) propia de ratones
BTBR permite estudiar el papel de ambos factores en el desarrollo de conductas sociales.
Hasta ahora, solo se habia informado que era necesaria la neurogénesis juvenil para el
desarrollo de conductas afiliativas (Wei et al.,, 2011), mientras que un experimento de
diseccidn del cuerpo calloso realizado por Yang y colaboradores (Yang et al., 2009) indico
gue la ausencia fisica postnatal temprana del cuerpo calloso no afectd la sociabilidad en

ratones con desarrollo normal.

El desequilibrio de la neurotransmision excitadora/inhibitoria (E/1), se ha propuesto como
un mecanismo focal responsable de conductas similares al TEA (Uzunova et al., 2016). En
consonancia con esto se observaron oscilaciones reducidas de la red coherente, asi como
un aumento de las corrientes GABAérgicas y reduccion de las glutamatérgicas en CA3 de
los hipocampos de ratones BTBR posnatales (Cellot et al., 2016). Por otro lado, se encontrd
que la frecuencia de la corriente postsindptica inhibidora espontanea (IPSC), se redujo
significativamente, mientras que la amplitud y la frecuencia de la corriente postsindptica
excitadora espontanea (EPSC) aumentd en cortes de hipocampo BTBR de ratones adultos
(6-10 meses) (Han et al.,, 2014); ambas corrientes fueron normalizadas mediante el

tratamiento con clonazepam. Aunque este par de reportes parecen contradictorios, varios
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estudios farmacoldgicos respaldan al ultimo. Diferentes estudios informan la efectividad
de muchas categorias de medicamentos que afectan el equilibrio E/I para revertir al
menos un dominio de las conductas relevantes para el autismo en el ratén BTBR (Meyza &

Blanchard, 2017).

1.4 Dendritas y sus espinas

Las dendritas y sus espinas son las principales estructuras neuronales que reciben
informacidn de otras neuronas y células gliales, y su morfologia es uno de los factores
cruciales que determinan cémo se integran las sefiales provenientes de las sinapsis
individuales (Martinez-Cerdeiio, 2017). Se han descrito modificaciones de las dendritas y
sus espinas en muchos modelos de TEA (Fig. 2). Sin embargo, aun queda mucho por
entender sobre las caracteristicas de las dendritas y las espinas dendriticas en el TEA y

trastornos relacionados.
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Figura 2. Alteraciones en espinas dendriticas asociadas a trastornos del neurodesarrollo. En la curva gris se
muestra el desarrollo normal donde posterior al proceso de poda sinaptica se llega a una estabilidad en el
numero de espinas dendriticas, mientras que en diferentes trastornos del neurodesarrollo esta dinamica se
altera y la densidad de las espinas se ve disminuida o incrementada. Modificado de (Phillips & Pozzo-Miller,
2015)



Las dendritas son los principales elementos de entrada de informacidn en las neuronas. La
compleja morfologia del arbol dendritico y sus propiedades permiten a las neuronas
recibir y computar las entradas provenientes de otras células. Por lo tanto, la morfologia
adecuada de las dendritas es crucial para el correcto funcionamiento de los circuitos
sindpticos. La mayoria de las dendritas se forman durante el desarrollo, siguiendo un
patron de lento crecimiento seguido de un periodo muy rapido de extensién y un largo

periodo de estabilizacién del drbol dendritico (Williams & Truman, 2004).

Los procesos de desarrollo y estabilizacién del arbol dendritico estan regulados por un
programa genético intrinseco y por una amplia variedad de sefiales extracelulares, tanto a
nivel de células completas como localmente dentro de las dendritas (Skalecka et al., 2016).
La organizacion del citoesqueleto de actina y microtubulos es indispensable para la
formacion de una morfologia adecuada de las dendritas y las alteraciones de esta
organizacion dan como resultado defectos en la forma y el tamafio de las dendritas,
fendmeno que tiene lugar en la mayoria de los trastornos del neurodesarrollo (Hasegawa

& Kuwako, 2022).

Las espinas dendriticas son protuberancias de membrana microscdpicas que comprenden
el compartimento postsinaptico receptivo de la mayoria de sinapsis excitatorias en el
cerebro (Guillery, 2000). Las espinas contienen receptores, moléculas de sefializacién, asi
como canales idnicos y otras proteinas que participan en la transmisién y la plasticidad
sindptica dependiente de la actividad neuronal (Sala & Segal, 2014). Las dendritas de una
sola neurona pueden contener de cientos a miles de espinas. Temprano en el desarrollo se
producen sinapsis en cantidades que exceden las presentes en el cerebro adulto, pero
luego experimentan una estabilizacién y eliminacidn selectiva dependiente de la actividad,
conocida como poda sindptica (Huttenlocher, 1979; Petanjek et al.,, 2011). Las espinas
sufren cambios constantes y modificaciones morfoldgicas que dependen de los estimulos,
el entorno y la ubicacién, capacidades que son clave para la plasticidad sinaptica (Fiala et

al., 2002; Sala & Segal, 2014).
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La morfologia, el numero y la densidad de las espinas son factores cruciales que
determinan la fuerza y la estabilidad de la transmisién sinaptica (Sabatini & Svoboda,
2000; Segev & London, 2000). La morfologia de las espinas dendriticas es muy variable y
se presentan en una amplia variedad de formas y tamanos, normalmente entre 0.5 y 2
micras de didmetro (Harris & Kater, 1994). Segun su morfologia, las espinas dendriticas se
han clasificado en delgadas, rechonchas (“stubby”) y en forma de hongo, entre otras
(Chang & Greenough, 1984). Esta clasificacion depende de la relacidn entre el diametro de
la cabeza y el cuello (Fig. 3). Por ejemplo, las espinas tipo hongo tienen una cabeza grande
y un cuello estrecho, las espinas rechonchas no tienen una constriccidon clara entre su
cabeza y la dendrita, y las espinas delgadas tienen una cabeza mas pequefia y un cuello
estrecho (Nimchinsky et al., 2002). Las espinas “stubby” y hongo son estables, persisten
durante largos periodos de tiempo y forman fuertes sinapsis excitadoras (Kasai et al.,
2003; Trachtenberg et al., 2002), mientras que las espinas delgadas son muy moviles,
inestables y, a menudo, de corta duracidon; representando sinapsis débiles o silenciosas
(Rochefort & Konnerth, 2012). Existe una rapida plasticidad morfolégica de las espinas,
gue plantea la posibilidad de que las categorias de espinas, en lugar de ser poblaciones de
espinas intrinsecamente diferentes, representen instantes temporales de un Unico

fendmeno dindmico (Parnass et al., 2000).
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Figura 3. Morfologia de las espinas dendriticas. Imagenes de microscopia electronica donde se observan los
diferentes tipos de espinas dendriticas y una reconstruccién tridimensional de una porcién de una dendrita,
donde se sefiala en rojo la densidad postsindptica (modificado de (Bourne & Harris, 2008).
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1.4.1 Las espinas en la plasticidad sinaptica

Las espinas dendriticas tienen un papel importante en la plasticidad sindptica, incluida la
potenciacidn y la depresién a largo plazo, y son consideradas un correlato anatémico de la
funcién sinaptica general (Rochefort & Konnerth, 2012). Durante la plasticidad sindptica el
numero y la forma de las espinas dendriticas sufren reorganizaciones. La induccion de
potenciacion a largo plazo (LTP), promueve el agrandamiento de la cabeza de las espinas
existentes. La depresion a largo plazo (LTD) da como resultado su contracciéon y retraccién

(Chidambaram et al., 2019).

LTP incremento .-~~~
P volumen /[ 4"
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B B eliminaciéon ,-~" ",
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------- P proteinas,  ° . L : T e

Figura 4. Potenciacion y depresion en espinas dendriticas. El panel superior ejemplifica una espina
dendritica que recibe un protocolo de LTP lo que promueve que aumente su volumen. En el panel inferior se
ejemplifica una espina dendritica individual que recibe un protocolo de LTD lo que induce una disminucion
en su volumen. En ambos casos se ejemplifican procesos de largo plazo dependientes de sintesis proteica
(Govindarajan et al., 2011; Zhou et al., 2004).

1.4.2 Visualizando espinas en neuronas vivas

Para el estudio estructural de dendritas y espinas es necesario hacer visibles las neuronas,

y de preferencia mantener las conexiones sinapticas del circuito. Una herramienta que nos
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permite establecer estos pardmetros es el uso de cultivos organotipicos, los cuales ofrecen
la posibilidad de marcar las neuronas con proteinas fluorescentes, y mantienen la
organizacion estructural que es fundamental para comprender la funcion de la sinapsis en
un contexto mas natural que los métodos habituales de cultivo de neuronas disociadas, y

de esta forma realizar experimentos en neuronas vivas (De Simoni & Yu, 2006).

Por otra parte, para la visualizacion del arbol dendritico completo y la cuantificacién
precisa de las espinas dendriticas, la microscopia de excitacidon de dos fotones es util, pues
debido a su resolucidn axial, una penetracién profunda a través de preparaciones espesas
y opacas (1.2 mm), y una baja fototoxicidad (Winifried Denk et al., 1990; W. Denk et al.,
1990; Theer & Denk, 2006).

El principio de la microscopia de excitacién de dos fotones consiste en la absorcién de dos
fotones simultdneamente en un solo evento, en un periodo de aproximadamente 108
segundos. Cada fotdon tiene la mitad de la energia que se usaria en un microscopio
confocal convencional. De esta forma la excitacién sélo ocurre en el plano focal, en un
volumen de aproximadamente 1f1* (Fig. 5). Por esto, la excitacion de dos fotones se
considera "mas eficiente", ya que la fluorescencia sélo se genera en aquellas regiones de la

muestra donde se desea detectar y obtener imagenes (Benninger & Piston, 2013).
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Figura 5. Excitacion y emisidn en la microscopia confocal y de dos fotones. En la microscopia confocal
(izquierda), los fotones de excitacion (lineas azules) tienen una mayor probabilidad de dispersarse en la
muestra debido a su longitud de onda mas corta (luz visible o UV), y a causa de esta dispersion la emision
(lineas verdes) tiene que ser bloqueda para reducir la fluorescencia fuera de foco, esto a través del uso del
Pinhole. Sin embargo, la excitacidn, el fotoblanqueo y el fototoxicidad se producen en gran parte de la
muestra. Por el contrario, en la microscopia de excitacién de dos fotones, se utiliza un laser infrarrojo
pulsado, donde la excitacidn sélo ocurre en el plano focal, donde los fotones coinciden en espacio y tiempo.
Esto hace que no se necesite un Pinhole, pues la fluorescencia fuera de foco es despreciable. Modificado de
(Denk & Svoboda, 1997).

Como se menciond anteriormente, en la microscopia de excitacion de dos fotones se
utiliza un laser infrarrojo (longitud de onda de larga), contrario a la utilizada en la

microscopia confocal (longitud onda corta), lo cual dépticamente deberia reducir la
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resolucion, sin embargo, esto no resulta cierto. Pues esta aseveracién se basa en una
comparacién con un hipotético microscopio confocal perfecto que tiene un “pinhole”
infinitamente pequefio. A medida que se abre el pinhole, la resoluciéon de un microscopio
confocal disminuye (Centonze & White, 1998). En la practica, la resoluciéon efectiva lograda
es resultado de muchos factores, entre ellos el nUmero absoluto de fotones recolectados
por pixel y la fraccidn de fotones colectados en relacién con fotones dispersos (Zipfel et al.,

2003).

Por otra parte, en la microscopia de excitaciéon de dos fotones, la resolucién espacial no es
mejor que en la microscopia confocal. Sin embargo, la dispersién del punto de iluminacién
es considerablemente menor iluminacion (llumination Point Spread Function, en inglés,
IPSF), esta funcién describe la intensidad en todas partes del espacio cerca del plano focal,
y en microscopia de dos fotones define la verdadera resolucién dptica (Sheppard & Gu,
1990). Esto genera que en la microscopia de excitacion de dos fotones se pueda resolver
Opticamente dos objetos que estdn muy cercanos en el espacio, como las espinas
dendriticas, de esta forma se pueden realizar cuantificaciones precisas de la densidad de

las espinas (Rubart, 2004).

1.5 Alteraciones en el hipocampo del BTBR

En roedores, el hipocampo es una estructura rostro-caudal, constituida por dos regiones
interconectadas, el Cuerno de Amon (CA) y el Giro Dentado (GD). El cuerno de Amdn se
subdivide en tres regiones: CA1l, CA2 y CA3. El CA se subdivide en los estratos: Oriens,
Piramidal, Radiatum y Lacunosum moleculare (Andersen, 2007). El hipocampo estd
compuesto principalmente por células de proyeccion denominadas neuronas piramidales,
las cuales se encuentran ubicadas en la capa piramidal y granular (Kandel, 2013). Estas
células utilizan el glutamato como principal neurotransmisor y cuentan con un arbol
dendritico que se divide en tres secciones o capas. Cada una de estas secciones recibe

innervaciones de diferentes areas, Stratum oriens y Stratum pyramidale (dendritas
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basales), Stratum radiatum (dendritas apicales) y Stratum lacunosum moleculare
(dendritas del “tuft”) (Fig. 6) (Hammond, 2015).
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Figura 6. Esquema de una neurona piramidal de CA1. Se ejemplifica la disposicién de una neurona piramidal
en el drea CA1l, mostrando las tres capas (basales, apicales y del “tuft”) que reciben innervacion de

diferentes areas.

La capa neuronal del hipocampo de ratones neonatos BTBR no estd reducida en tamafio ni
presenta menor densidad celular respecto a sus controles; pero se reportd que las
neuronas piramidales de CA1 poseian una mayor longitud dendritica, asi como una mayor
complejidad en su arborizacién, segun los andlisis de Sholl en preparaciones de Golgi-Cox
(Cheng et al., 2017). Mientras que en el hipocampo de BTBR adultos se reportdé una
reduccion de ésta misma capa de células en el hilus y el giro dentado (Stephenson et al.,
2011). Asi mismo, se encontré que CA2 esta reducida en los ratones adultos BTBR y que
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sus neuronas piramidales poseen una menor densidad de espinas dendriticas (Cope et al.,
2022).

En cerebros de nifios diagnosticados con TEA se encontrd una reduccién de la arborizacién
dendritica en CA1 (Raymond et al.,, 1996). Y un estudio reciente encontré menor
arborizacion de las neuronas piramidales en CA1l de ratones tipo autista C58 (Bardn-
Mendoza et al., 2019). Ademas de encontrar una menor densidad de espinas maduras en
esta misma area (Baron-Mendoza et al., 2021). Estas evidencias reafirman la importancia
del estudio de éstas neuronas en el TEA.

2. Hipotesis

La arborizacién y la densidad de espinas dendriticas de neuronas piramidales de
CA1 en el hipocampo de ratones BTBR T*Itpr3 ¥ /) serdn diferentes a las presentes en

ratones control (C57BL/6J).

3. Objetivo general

Analizar la morfologia de las neuronas piramidales de la regiéon CA1 del hipocampo

de ratones BTBR y controles (C57BL6/J).

3.1 Objetivos especificos

i.  Obtener imagenes con microscopia de dos fotones de neuronas piramidales de CA1l
de ratones BTBR y C57BL/6J, a partir de cultivos organotipicos de hipocampo
transfectados con la proteina fluorescente verde (GFP).

ii.  Realizar el trazado de los arboles dendriticos de las neuronas piramidales de CA1l
del hipocampo de ambas cepas.
iii.  Cuantificar y clasificar las poblaciones de espinas dendriticas de las neuronas

piramidales de CA1.
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4. Metodologia

Animales. Se utilizaron ratones BTBR T* Itpr3/J (BTBR) (Jackson Laboratory, cepa
no. 002282) ratones BTBR y C57/BL6J (controles, Jackson Laboratory, cepa no. 000664).
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM (protocolo no.

YRC94-16).

Cultivos organotipicos. Se obtuvieron rebanadas transversales de 350um de grosor del
hipocampo de ratones postnatales de 7 a 10 dias de ambas cepas. Se mantuvieron en
medio de cultivo MEM 1X (Invitrogen) suplementado con suero de caballo inactivado 20%,
GlutaMAX 1mM (Invitrogen), D-glucosa 27 mM, HEPES 30 mM, NaHCO3 6 mM, CaCl2
1mM, MgCI2 1mM, acido ascérbico 25% e insulina 10 mg/ml, pH 7.3 y una osmolaridad de
300-310 mOsm (Govindarajan et al., 2011). Los cultivos se conservaron a 37 °C en una
atmosfera saturada de vapor de agua con 02 95% y CO2 5% de 8 a 12 dias, cambiando el

medio cada dos dias (Perera-Murcia, 2019).

Transfeccion balistica. Los cultivos organotipicos se transfectaron usando el método
balistico Helios gene gun (Bio-Rad). Para este método, se utilizan particulas de oro de
1.6um de diametro (Bio-Rad) cubiertas con ADN plasmidico (100 ug) de la proteina verde
fluorescente (GFP). Estas particulas de oro cubiertas de ADN (bullets) son introducidas
directamente a la rebanada utilizando helio a una presiéon de 180-200 PSI. La transfeccion
se realizd después de 3-5 dias in vitro, las adquisiciones de imagenes son realizadas de 2-4

dias posteriores.

Microscopia de excitacion de dos fotones. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
de excitacion de dos fotones (Zeiss LSM-710), usando un laser infrarrojo de Ti:Saphire,
Coherent Ultrall controlado por el software de Zen black (Zeiss). Las rebanadas fueron
perfundidas con liquido cerebroespinal artificial (ACSF) oxigenado, que contenia NaCl
127mM, KCl 2.5mM, NaHCO3 25mM, NaH;P0O4 1.25mM, D-glucosa 25mM, CaCl, 2mM y
MgCl, 1mM (equilibrado con Oz 95% y CO; 5%) a temperatura ambiente y un rango de

perfusion de 1.5 ml/min. Para adquirir la imagen completa de las neuronas con todas sus
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dendritas se usd un objetivo de inmersidon en agua (C-Apochromat 10x, 1.0 NA). Las
imagenes de dendritas secundarias o terciarias de neuronas piramidales de la regién CA1l
del hipocampo se obtuvieron usando un objetivo de inmersién en agua (W-Apochromat
40x, 1.0 NA, Zeiss). Se adquirieron todos los planos en los que se observaba parte de las

dendritas, alrededor de 30 planos por neurona, con un intervalo de 1 micra entre plano.

Andlisis morfométricos. La medicion de ancho y largo del soma se llevd a cabo utilizando
el software de Zeiss Zen. Las imagenes de las neuronas junto con todas sus dendritas
fueron analizadas utilizando el plugin de Imagel Simple Neurite Tracer. Se trazd las
dendritas de cada una de las neuronas a través de todos los niveles del plano z capturados.
A partir de estos trazos se obtuvieron las longitudes de las dendritas de las neuronas;
ademas de llevar a cabo el analisis de Sholl. Para el analisis de Sholl el programa crea una
serie de capas concéntricas, esferas, alrededor del foco de un arbol neuronal y cuenta
cuantas veces los voxeles conectados que definen el arbol se cruzan con las esferas (Fig. 7).
Se llevd a cabo el andlisis considerando a todas las dendritas, a las basales y a las apicales y

del tuft; consiguiendo tres diferentes perfiles de Sholl para cada neurona.

Figura 7. Ejemplificacion del analisis de Sholl.
Se muestra en morado el trazado de las
dendritas sobre la imagen original de la
microscopia de dos fotones de la neurona en
blanco. Los circulos parten del soma
distanciados por el radio indicado (0.5 pum).
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Para el conteo de espinas dendriticas y su clasificacion se utilizé el plugin Dendritic Spine
Counter de Imagel. El plugin permite trazar segmentos dendriticos y marcar en éstos de
manera manual cada una de las espinas presentes. Posteriormente se clasificaron una por
una de forma manual. El plugin entrega un reporte del nimero de espinas encontradas y
su clasificacion; asi como la densidad de cada uno, dividiendo el nimero de espinas por la

longitud en micrémetros del segmento dendritico analizado.

Andlisis estadisticos. Los datos fueron agrupados para cada grupo y se calculé la media
para cada distribucion de datos; ademds se sometieron a pruebas de normalidad Shapiro-
Wilk y D'Agostino & Pearson. Para el caso de las distribuciones que pasaron las pruebas de
normalidad se hicieron pruebas “t” no pareadas de dos colas, con un valor de significancia
de p<0.05. Mientras que para aquellas distribuciones de datos que no presentaron una

distribucién normal se efectuaron pruebas de Mann Whitney.

5. Resultados

5.1 Las neuronas de ratones BTBR poseen una menor cantidad de
dendritas basales

Con el fin de evaluar la morfologia completa de las neuronas piramidales en la
regidon CA1 del hipocampo de los cultivos organotipicos, se adquirieron imagenes usando
el microscopio de dos fotones (LSM710 Zeiss). Las proyecciones dendriticas de cada
neurona se capturaron en su totalidad, adquiriendo cada 1um para cubrir las neuronas

completas (~ 70-180 pum).

De las imdagenes obtenidas para cada grupo de cultivos (n=9 neuronas por cada grupo, C57
y BTBR) se midié el ancho y largo del soma para cada una de ellas (Fig. 8a). No se hallaron
diferencias en las medidas del ancho de soma de las neuronas comparando entre las
neuronas BTBR y las C57 (C57=15.42um + 0.6425, BTBR=13.76 um * 0.5960) (Fig. 8b). Pero

si se encontrd que el largo del soma de las neuronas provenientes de ratones BTBR es
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menor en comparacion a los somas de los ratones C57 (C57=24.43 um + 1.321, BTBR=

20.70 um £ 0.6086) (Fig. 8c).

Posteriormente se trazd a cada una de las dendritas de las neuronas, usando el plugin de
Imagel, Simple Neurite Tracer (véanse métodos). De los trazos obtenidos se obtuvo la
medida de la longitud de las dendritas. La suma de la longitud de todas las dendritas, sin
importar el estrato al que pertenecieran, es decir, la longitud dendritica total, no difirid
entre las neuronas de ambos fenotipos (C57= 4,716 um + 211.2, BTBR= 4,137 um + 393.3)
(Fig.8d). Si separamos a las dendritas entre aquellas pertenecientes al estrato oriens
(basales) y aquellas de los estratos radiatum y lacunosum moleculare (apicales y del
“tuft”) podemos obtener la longitud de estas dendritas por separado. La longitud de las
dendritas basales de ratones BTBR resulté menor en comparacidon con las de los C57
(C57=2,439 um £ 201.4, BTBR=1,675 um + 129.1. p=0.0259<0.05, prueba t no pareada.
Fig. 8e); mas no para las dendritas apicales y del “tuft” (C57= 2,423 um % 119.9,
BTBR=2,389 um + 240.8. Fig. 8f).
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Figura 8. Las neuronas de la cepa BTBR presentan disminucion en el largo de sus somas y en la longitud de
sus dendritas basales. a) Esquema representativo de la medicién del ancho y largo del soma de las
neuronas. b) Cuantificacién del ancho del soma. c) Cuantificacidn del largo del soma. p=0.0208, prueba T no
pareada). d) Cuantificacidn de la longitud total de las dendritas de cada neurona. (C57= 4,716 pm + 211.2,
BTBR=4,137 um + 393.3). e) Cuantificacion de la longitud de dendritas basales (C57=2,439 um + 201.4,
BTBR=1,675 pum % 129.1. p<0.05, prueba t no pareada). f) Cuantificacién de la longitud de dendritas apicales
y “tuft”, C57= 2,423 pm t 119.9, BTBR=2,389 um = 240.8. n=9 neuronas para cada grupo en todas las
mediciones. Las lineas horizontales en las graficas representan las medias + E.S., * p<0.05.

5.2 La arborizacién de las dendritas de neuronas BTBR es menos compleja
que las de los controles (C57BI6/))

A partir de los trazos de las dendritas se llevd a cabo un analisis de Sholl de todas las
dendritas de cada neurona, tomando el centro del soma como el origen de los radios,
separados 0.5 um (ver métodos). Se obtuvieron dos perfiles de interseccidon claramente

diferenciados en la cercania al soma (Fig. 9). El nUmero de intersecciones obtenido para las
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neuronas BTBR presentd una curva con un descenso mds pronunciado en el niumero de
intersecciones tras el pico maximo. Sin embargo, no existe una diferencia significativa

entre los puntos maximos de ambas curvas (Fig. 11b).
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Figura 9. Perfil de Sholl diferenciado entre las neuronas C57 y BTBR. Se muestra el valor promedio * S.E. del
numero de intersecciones de dendritas con respecto a la distancia desde el soma (n=9, neuronas de cada

grupo).

Sin embargo, analizando las dendritas de acuerdo con sus estratos, observamos que las
dendritas basales de las neuronas de los ratones BTBR muestran un menor nimero de
intersecciones respecto a los ratones control (Fig. 10, Fig. 11c) (C57=21.89 + 1.296,
BTBR=18.00 + 1.291). Respecto a dendritas apicales y del tuft, no se encontraron

diferencias significativas entre las cepas de ratones (Fig. 10, Fig. 11d).

En suma, estos resultados demuestran que las neuronas de ratones BTBR presentan
menores arborizaciones en las dendritas basales. Mientras que los datos del nimero de
intersecciones respecto a la distancia, pareciera haber una diferencia por separado en los
estratos piramidal y del “tuft” (Fig. 10). Al respecto, valdria la pena incrementar en nimero

de experimentos para verificar si este dato es significativo.
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10. Perfiles de Sholl de las dendritas basales y apicales y del “tuft”. Perfil de Sholl promedio + S.E. (n=9
neuronas de cada grupo) para los grupos de neuronas de ambos fenotipos. El perfil obtenido de las dendritas
basales (superior) para las neuronas de los ratones BTBR (azul) presenta un menor nimero de intersecciones
en comparacion al de los ratones C57 (negro). En el caso de las dendritas apicales y del “tuft” (inferior)
ambos perfiles estan claramente diferenciados; con maximos de intersecciones en distintos radios desde el
soma (analisis con centro de radio desde el soma de las neuronas y distancia entre radios de 0.5 micras).
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Figura 11. Las neuronas de los ratones BTBR presentan una arborizacion dendritica menor en su estrato
basal. a) Proyeccidn en Z de neuronas piramidales representativas de CA1 positivas a GFP para ratones C57
y BTBR. b) Cuantificacion del nimero maximo de intersecciones en el analisis de Sholl de las dendritas
totales. ¢) Cuantificacién del nimero maximo de intersecciones en las dendritas basales, * p<0.05., d)
Cuantificacion del numero maximo de intersecciones en las dendritas apicales y del “tuft”. Prueba t no
pareada de dos colas.
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5.3 Las neuronas de ratones BTBR presentan menor densidad de espinas
dendriticas en CA1 del hipocampo.

Para el analisis de densidad de espinas dendriticas, se obtuvieron imdgenes con
microscopia de dos fotones de rebanadas vivas de cultivos organotipicos de hipocampo. Se
adquirieron proyecciones en Z de dendritas secundarias y terciarias en los tres diferentes
estratos dendriticos de neuronas CA1 (Fig. 12). Posterior a la adquisicién, se utilizd el
plugin Dendritic spine counter de ImagelJ(métodos), de acuerdo con este analisis
encontramos una menor densidad de espinas en las dendritas de los tres estratos (basal,
apical y del “tuft”) de ratones BTBR (Fig. 13).

Figura 12. Dendritas y espinas dendriticas de ratones BTBR. a) Se muestra la morfologia completa de
neuronas piramidales de CA1 para ambas cepas, y un acercamiento a las dendritas de cada uno de los
estratos (basal, apical y “tuft”. b) Segmentos dendriticos apicales de un ratéon C57 (izquierda) y un BTBR
(derecha).
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Figura 13. La densidad de espinas en los tres estratos de dendritas es menor en ratones BTBR.
Cuantificacién de la densidad de espinas dendriticas en los tres diferentes estratos: basal, apical y “tuft”.
(***p< 0.0001, prueba t no pareada. Barras representan la media + S.E.)

Un analisis mds detallado, separando las poblaciones de espinas entre el tipo
“stubby”, hongo y delgadas, permitié reconocer a qué subtipo de espinas correspondia la
reduccion encontrada. Resulté que los tres tipos de espinas se encontraron en menor
densidad dentro de las dendritas de los tres estratos de las neuronas piramidales de CA1
de ratones BTBR (Fig. 14), exceptuando a las espinas tipo “stubby” de las dendritas del

“tuft”. Estas ultimas siguen una tendencia a la baja, sin resultar estadisticamente diferente.
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Figura 14. Las neuronas de ratones BTBR tienen menor densidad de espinas dendriticas independiente del
tipo de espina. En las dendritas basales: espinas tipo stubby (p< 0.0001, prueba t no pareada. C57= 3.711 +
0.2513 N=9 neuronas, 26 dendritas; BTBR= 1.853 + 0.1450 N=9 neuronas, 15 dendritas.); tipo hongo (p <
0.0001, prueba t no pareada. C57= 10.81 * 0.4913 N=9 neuronas, 26 dendritas; BTBR= 5.291 + 0.3309 N=9
neuronas, 15 dendritas); delgadas (p= 0.0058, prueba t no pareada. C57= 1.522 + 0.1754 N=9 neuronas, 26
dendritas; BTBR= 0.7862 + 0.1308 N=9 neuronas, 15 dendritas). En las dendritas apicales: espinas tipo
stubby (p < 0.0001, prueba Mann Whitney. C57=3.932 + 0.2122 N=9 neuronas, 24 dendritas; BTBR=1.881 +
0.1394 N=9 neuronas, 15 dendritas): tipo hongo (p< 0.0001, prueba Mann Whitney. C57= 13.11 * 0.6924;
BTBR=5.497 + 0.3979) y delgadas (p=0.0002, prueba Mann Whitney. C57= 1.776 * 0.1866; BTBR=0.9012 +
0.1044). En las dendritas del “tuft”: tipo hongo (p< 0.0001, prueba t no pareada. C57=9.244 + 0.5331 N=10
dendritas; BTBR=4.620 + 0.4267 N=10 dendritas) y delgadas (p=0.0273, prueba t no pareada. C57=0.1577 +
0.03457 N=10; BTBR=0.06775 + 0.01442 N=10).

La menor densidad de espinas hallada en las dendritas de las neuronas piramidales de CA1
en ratones BTBR representa una clara alteracién en la morfologia de estas neuronas. La
cual implica una reduccién en los contactos sindpticos establecidos entres estas neuronas,

y una posible alteracién de su comunicacién sinaptica.

6. Discusion

La alta incidencia del TEA y el conocimiento limitado sobre su etiologia demanda
estudios que investiguen sobre la neurobiologia de este trastorno del neurodesarrollo. El
85% del TEA a nivel global es idiopatico, la cepa BTBR ha sido tomada como modelo
idiopatico del TEA, utilizada actualmente por multiples grupos de investigacion como
modelo de estudio (Chadman & Guariglia, 2012). A la fecha se han descrito y reportado las
diferentes alteraciones encontradas en este modelo relacionadas con el neurodesarrollo.
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Desde su clara agenesia del cuerpo calloso (Wahlsten et al., 2003), hasta los detalles
moleculares de sus células nerviosas, como la reducciéon de las fractonas de heparan

sulfato involucradas en la formacién de espinas dendriticas (Mercier et al., 2012).

El andlisis de la arborizacidn dendritica de las neuronas piramidales de CA1 efectuado por
(Cheng et al., 2017), reportd una mayor longitud en todos los segmentos de dendritas en
neuronas de ratones BTBR en el dia postnatal ocho. Opuesto a esto, el trabajo aqui
expuesto no encontré diferencias en la longitud de las dendritas apicales y del tuft (Fig. 8f),
pero si una menor longitud en las dendritas basales (Fig. 8e). Pero debemos sefialar que la
longitud de las dendritas reportada por Cheng y col. (2017) es mucho menor no solo en

ratones BTBR, sino ademas sus controles C57.

Ademas, obtuvieron perfiles de Sholl con un nimero de intersecciones mucho mas bajo
que los aqui reportados, de aproximadamente 10 veces menos, de nuevo en ratones BTBR
y controles. Esto podria deberse a la técnica empleada, pues utilizaron microscopia de
campo claro en preparaciones de Golgi-Cox; la cual no posee suficiente resolucidn axial en
comparacién a la microscopia de doble fotén aqui empleada. El marcaje de las células
utilizando transfeccion balistica con un reportero fluorescente, en combinacién con la
penetrancia (mayor a 1.2mm) y seccionamiento axial (de 1um), que permite el
microscopio de 2 fotones, dan como resultado imagenes con mayor nimero de planos. Lo
gue se traduce en una imagen mas completa y fiel de las dendritas que se extienden a lo

largo de diferentes planos en z.

La menor complejidad encontrada en el arbol dendritico basal de las neuronas de ratones
BTBR, dada su menor longitud (Fig. 8¢) y menor niumero de ramificaciones (Figs. 10 y 11c)
parece apuntar a que en estos ratones la capacidad receptiva de entradas sinapticas se
encuentra reducida. Siendo las dendritas basales una de las zonas de contacto de los
axones provenientes desde la corteza entorrinal y de las neuronas de CA2 (Piskorowski &
Chevaleyre, 2012), al presentarse un menor niumero de dendritas basales en el ratén BTBR,
las entradas que reciben estas neuronas desde las areas sefialadas se ven también

disminuidas.
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El perfil de Sholl obtenido para las dendritas apicales y del tuft (Fig.10), notamos que en el
segmento inicial, que corresponde a las dendritas apicales que reciben entradas de CA3 a
través de las colaterales de Shaffer (Fig. 6), mostrd que las neuronas de BTBR presentan un
mayor numero de intersecciones. Esto implica que en el BTBR las dendritas apicales
parecieran estar mas ramificadas, lo cual se traduce en un campo receptivo mayor a las
entradas de las colaterales de Schaffer. Mientras que para las dendritas del tuft, en el
segmento distal del perfil de Sholl (Fig.10), el nimero de intersecciones se observa menor
en ratones BTBR. Las dendritas del tuft reciben entradas provenientes de la corteza
entorrinal a través de la via perforante (Spruston, 2008) (Fig. 6), al igual que las dendritas
basales. Esto podria implicar que en el ratén BTBR las entradas provenientes de la corteza
entorrinal se encuentran disminuidas. Sin embargo, serd necesario incrementar el tamafio
de la muestra, y detallar los anadlisis de Sholl para ver si se encuentra una diferencia

significativa en las dendritas apicales y del “tuft”.

En el conteo total de espinas se encontrd una menor densidad de espinas en las dendritas
de los tres estratos de las neuronas piramidales de ratones BTBR (Fig. 13). Cope y colegas
(2022), reportaron reducida la densidad de espinas en las neuronas piramidales de CA2 en

hipocampos de BTBRs adultos (3 meses de edad).

La densidad reducida no se limita a un solo estrato o a un tipo especifico de espina (Fig.
14). Es importante recalcar esto, ya que implica una menor cantidad de contactos
sindpticos establecidos en las neuronas de estos ratones. Lo que podria implicar una

comunicacion sindptica alterada.

La menor arborizacién observada en las dendritas basales, y posiblemente la de las
dendritas del tuft sugiere que las neuronas de CA1 recibian menor nimero de entradas
sindpticas en los BTBR. El analisis de la densidad de espinas soporta esta conclusidn. Sin
embargo, se requieren experimentos electrofisiolégicos que nos proporcionen mas
informacidn acerca de la comunicacion sindptica entre estas neuronas. Como registros de
patch clamp donde se registre a las neuronas piramidales de CA1 a la vez que se estimula a

sus entradas sinapticas
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7. Conclusiones

Los resultados obtenidos se suman a las alteraciones previamente descritas en este
modelo idiopatico de TEA. Mas alla de lo reportado a través de la observacion de las
caracteristicas macroscépicas de ratones BTBR, el trabajo aqui presentado permitié
describir las caracteristicas de este modelo a nivel microscdpico. Particularmente de las
neuronas piramidales de CA1, neuronas ampliamente estudiadas y utilizadas en

experimentacion de procesos de plasticidad sinaptica.

Estos hallazgos probaron que a nivel celular la morfologia de los ratones BTBR se
encuentra alterada. A saber, presenta dendritas basales de menor longitud y arborizaciéon

en comparacion con las de ratones control C57.

Ademas de esto, la marcada diferencia en la densidad de las espinas dendriticas, donde los
BTBR poseen menos espinas, implica una menor cantidad de contactos sinapticos

establecidos.

En conjunto, estos hallazgos parecen apuntar hacia una alteracién en la comunicacién
sindptica entre las neuronas de CAl. Se requiere de estudios electrofisioldgicos que
corroboren esto. El analisis de la respuesta sindptica en espinas individuales, mediante la
microscopia de dos fotones y la liberacién de glutamato enjaulado, arrojard mas
informacién que permita ahondar en el estado que se presenta la comunicacién entre las
neuronas de este modelo de TEA. Lo que a su vez engrosard nuestro conocimiento sobre la

neurobiologia de este trastorno del neurodesarrollo.
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