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RESUMEN

El trastorno del espectro autista (TEA) es un trastorno del neurodesarrollo que
presenta diversas causas etiologicas en las que destacan una gran variedad de estimulos
ambientales, genéticos e inmunologicos, sin embargo, los mecanismos celulares que lo
promueven no estan del todo claros. La activacion del sistema inmune durante la etapa del
desarrollo embrionario, conocida como programacion fetal, favorece mayor infiltracion
de células inmunes periféricas hacia el cerebro a través de zonas de comunicacién
periferia-cerebro que incluyen al plexo coroideo y zonas circunventriculares, alterando la
densidad y activacion microglial hacia un fenotipo proinflamatorio. Se propone que la
exposicion a dieta con alto valor energético tiene el potencial de programar a la
descendencia durante su desarrollo fetal y favorecer la infiltracion de células inmunes
periféricas hacia el cerebro. En esta tesis empleamos un modelo murino de ratones
C57BL/6 que fueron expuestos a dieta con alto valor energético (cafeteria) durante el
desarrollo embrionario y lactancia. La estrategia experimental consistio en evaluar el
efecto nocivo de la dieta en la conducta social, locomotora, repetitiva-estereotipada y
similar a la ansiedad. Ademas, se determino el nimero de células inmunes infiltrantes (NK
(NK1.1%), dendriticas (CD11c"), linfocitos (CD11b~ — CD45"), macréfagos (CD11b* —
CD45"2")), 1a densidad microglial (CD11b" — CD45'%) y sus fenotipos M1 (CD86") y M2
(CD206%) en el plexo coroideo y regiones cerebrales de importancia para el TEA (corteza
cerebral, hipocampo, cuerpo estriado) mediante citometria de flujo. Nuestros resultados
demostraron que la exposicion a una dieta de cafeteria durante el desarrollo fetal induce
déficit en la interaccion social y comportamientos repetitivos-estereotipados en la
descendencia macho, acompafiados de un aumento en los niveles de infiltracion de
linfocitos en la corteza cerebral y el hipocampo en comparacion con el plexo coroideo.
No se observaron cambios significativos en los niveles de infiltracion celular (NK,
dendriticas, linfocitos, macrofagos) en el plexo coroideo ni en las regiones de corteza
cerebral, hipocampo, cuerpo estriado. El efecto de la exposicion a la dieta cafeteria
tampoco afecta la densidad microglial, ni altera sus fenotipos M1/M2. Nuestros resultados
indican que la infiltracion de células inmunes periféricas y/o la activacion de la microglia
no parecen contribuir al defecto conductual. La utilizaciéon de modelos “double-hit”

podrian consolidar de mejor manera el fenotipo de TEA en la descendancia.
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ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder with a variety
of etiological causes, including a wide range of environmental, genetic, and
immunological stimuli; however, the cellular mechanisms that promote it are not entirely
clear. The activation of the immune system during embryonic development, known as
fetal programming, favors greater infiltration of peripheral immune cells into the brain
through peripheral-brain communication zones that include the choroid plexus and
circumventricular zones, altering microglial density and activation towards a pro-
inflammatory phenotype. It is proposed that exposure to high-energy diet has the potential
to program the offspring during fetal development and favor the infiltration of peripheral
immune cells into the brain. In this thesis, we used a murine model of C57BL/6 mice that
were exposed to a high-energy diet (cafeteria) during embryonic development and
lactation. The experimental strategy consisted of evaluating the deleterious effect of the
diet on social, locomotor, repetitive-stereotyped and anxiety-like behavior. In addition,
the number of infiltrating immune cells (NK (NK1.17), dendritic (CD11c"), lymphocytes
(CD11b~ - CD45"%), macrophages (CD11b* - CD45"2")), microglial density (CD11b" -
CD45"Y) and their M1 (CD86") and M2 (CD206") phenotypes in the choroid plexus and
brain regions of relevance to ASD (cerebral cortex, hippocampus, striatum) by flow
cytometry. Our results demonstrated that exposure to a cafeteria diet during fetal
development induces deficits in social interaction and repetitive-stereotyped behaviors in
male offspring, accompanied by increased levels of lymphocyte infiltration in the cerebral
cortex and hippocampus compared to the choroid plexus. No significant changes were
observed in the levels of cell infiltration (NK, dendritic, lymphocytes, macrophages) in
the choroid plexus or in the cerebral cortex, hippocampus, striatum regions. The effect of
cafeteria diet exposure also does not affect microglial density, nor does it alter their
M1/M2 phenotypes. Our results indicate that peripheral immune cell infiltration and/or
microglial activation do not seem to contribute to the behavioral defect. The use of

"double-hit" models could better consolidate the ASD phenotype in the offspring.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de los afos, el humano ha estado expuesto a su interaccion con el medio
ambiente y se ha adaptado de manera eficiente a los cambios que le exige. Las pandemias
de la viruela en el siglo XVIII o de la Peste Negra en el siglo XIV provocaron grandes
pérdidas econdmicas y de vidas humanas. Sin embargo, mas alla de las repercusiones a
corto plazo, las pandemias y epidemias por agentes bacterianos o virales generan
consecuencias negativas en la salud a largo plazo. Por ejemplo, se documentd que la
epidemia de la rubéola en los afios de 1960-1970, en la poblacion de Estados Unidos, tuvo
efectos negativos en madres embarazas, que ademas fueron transmitidos a sus hijos
durante el periodo embrionario (Chess 1977). Se document6 un incremento del 2 % al
13 % en el namero de casos de autismo de aquellas madres que fueron diagnosticadas con
rubéola. Este acontecimiento dio comienzo a la contribucion de la activacion del sistema
inmunologico de la madre, y mas tarde a la propuesta de programacion fetal, como un
estado critico del desarrollo embrionario que podria contribuir a la manifestacion de
alteraciones del neurodesarrollo en el feto e incrementar la susceptibilidad a presentar el

trastorno del espectro autista (TEA) posterior al nacimiento.

Estos antecedentes sentaron las bases de los conceptos de la activacion inmune
materna como un factor contribuyente a la manifestacion de trastornos sobre la
descendencia a través de la desregulacion del delicado ambiente materno-fetal durante la
gestacion. Con ello, esta propuesta enfatiza la importancia de la exposicion de la madre
embarazada a factores externos nocivos que promueven la activacion del sistema inmune
durante periodos criticos del desarrollo del feto. En los tltimos afios, este concepto se le
ha denominado programacion fetal y se ha considerado un evento clave en la generacion

de efectos permanentes en la salud de la descendencia.



2. ANTECEDENTES

2.1. El Trastorno del Espectro Autista

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) se define como un trastorno del
neurodesarrollo que suele manifestarse antes de los tres afios de nacido. Las caracteristicas
conductuales asociadas a este tipo de trastorno se caracterizan por presentar déficit en el
establecimiento de interacciones sociales y de la comunicacién con otros individuos,
adquisicion y mantenimiento de patrones repetitivos y estereotipados de comportamiento,
y vulnerabilidad al desarrollo de ansiedad (Spain et al. 2020; Waye y Cheng 2018). De
interés, los individuos con TEA presentan un amplio grado de alteraciones conductuales
que muchas veces integran diversas manifestaciones en el comportamiento que no son
totalmente esclarecidas, es por ello por lo que se ha acufiado la terminologia de espectro,

confirmando los diversos grados de la enfermedad.

De acuerdo con la Red de Monitoreo de Autismo y Discapacidades del Desarrollo
del Centro de Prevencion y Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, se
estima que la prevalencia del TEA incluy6 en promedio 1 de cada 54 nifios de 8 afios en
el 2016, representando el 1.9 % de la poblacion. Ademads, se sabe que este trastorno es 4.3
veces mas comun en ninos (3 %) en comparacion con las nifias (0.7 %) (CDC 2020;

Maenner et al. 2020; NIMH 2020).

En México no se tienen registros completos de la epidemiologia del TEA. Uno de
los reportes mas claros del TEA en México se realizé en Ledn, Guanajuato, en donde se
incluyé una muestra de 12,200 nifios de 8 afios en el periodo 2011-2012 y se determind
que 8.7 de cada 1000 nifos fue diagnosticado con autismo. Ademas, se identifico que la
relacion de individuos con este trastorno era 4.1 veces mayor en ninos (80.6 %) que en
nifias (19.4 %), siendo los datos en México consistentes con muchos otros reportes en

diversas regiones del mundo (Fombonne et al. 2016).

2.2. Factores implicados en el desarrollo del TEA
Investigaciones a lo largo de los afios han confirmado que el desarrollo del TEA

se favorece por diversos estimulos y/o afecciones de causas diversas, las cuales convergen



en vias moleculares comunes que reproducen las caracteristicas unicas de la enfermedad
(Wong y Hoeffer 2018). Se cuenta con contundente evidencia cientifica que demuestra
que los cambios genéticos y epigenéticos incrementan la susceptibilidad a presentar este
trastorno en los individuos; sin embargo, la etiologia del TEA es mucho mas compleja y
se ha propuesto que las interacciones ambientales pueden regular procesos moleculares a
nivel interaccion gen-ambiente y favorecer la aparicion de conductas aberrantes similares

al autismo (Figura 1) (Bolte et al. 2019; Goines y Ashwood 2013).

Factores
ambientales

o
ROS 1
Estrés oxidativo . DISfUﬂC’IO'n
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=
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Figura 1. Factores implicados en el desarrollo de Trastorno del Espectro Autista. La etiologia del TEA
es multifactorial e involucra cambios génicos, alteraciones en la regulacion epigenética, estrés oxidativo,
dafio al DNA vy factores ambientales como la alimentacion, la exposicion a toxinas y contaminantes, e
incluso la disfuncion del sistema inmunolégico a nivel prenatal o posnatal. Realizado en BioRender.com.

La contribucion genética asociada al TEA ha llevado a muchos investigadores a
trabajar en la identificacion de genes de riesgo desencadenantes de este trastorno (Nisar
et al. 2019). La identificacion de marcadores selectivos y reproducibles acerca de la
arquitectura alélica del TEA es heterogénea y no ha sido certera, concluyendo que no
existen variantes genomicas de riesgo en mas del 1% de los individuos con este trastorno

(Sanders et al. 2011). Entre los principales factores de riesgo a nivel genético se reportan



variaciones en el nimero de copias y variaciones en secuencias de un solo nucleétido en
genes como VPSI13B, WWOX, CNTNAP2, RBFOX1, MACROD2, APBA2, PARK2,
GPHN y RNF113A (Bacchelli et al. 2020), las mutaciones en el gen MECP2 se presentan
hasta en el 4% de los individuos con TEA (Lu et al. 2020; Wang et al. 2016), y algunas
otras como variaciones genéticas del gen de oxitocina y su respectivo receptor (Cataldo et

al. 2018; Rylaarsdam y Guemez-Gamboa 2019).

Las alteraciones epigenéticas también han sido implicadas en la susceptibilidad del
TEA. De manera simple, la epigenética es el estudio de los cambios en la funcion génica
que son heredables a la descendencia sin la implicacion de cambios en la secuencia de
nucleotidos del DNA. Se estima que existe un 19,5% de reguladores epigenéticos en 215
genes candidatos relacionados con el TEA (Duffney et al. 2018). Los loci de
susceptibilidad epigenética incluyen a menudo genes implicados en la metilacién
(KMT2C, KMT5B, KDM6B); proteinas remodeladoras de cromatina (MeCP2, CHDS,
POGZ); proteinas de union/corte y empalme de RNA (FMRP y genes de la familia
RBFOX); proteinas de modificaciéon postraduccional (UBE3A, MIB1) o factores de
transcripcion (ADNP); entre muchos otros genes (Rylaarsdam y Guemez-Gamboa 2019).
De hecho, la metilacion del DNA, acetilacion de histonas e incluso la remodelacion de la
cromatina podrian incrementar la susceptibilidad al TEA (Goodwin y Picketts 2018; Sun
et al. 2016; Tremblay y Jiang 2019). De interés, el donador de metilo para el DNA es el
5-metil-tetrahidrofolato, estimandose que cambios genéticos o ambientales en los niveles
de folato o en el metabolismo del folato podria dar lugar a alteraciones en la metilacion

del ADN y contribuir a presentar autismo (Waye y Cheng 2018).

Evidencia epidemioldgica y experimental confirman que la exposicion a factores
ambientales también puede promover el desarrollo de trastornos psiquiatricos que
incluyen al TEA. Por ejemplo, el consumo de alcohol y tabaco, exposicion a agentes
toxicos (contaminacion del aire, metales pesados, pesticidas, contaminantes organicos), la
nutricion y el entorno fetal (infecciones congénitas, activacion inmune materna, obesidad,
diabetes e hipertension), (Bolte et al. 2019), o los perfiles de hipoxia tisular en los tejidos

(Bolte et al. 2019; Modabbernia et al. 2017; Raggi et al. 2020), son factores que



contribuyen a incrementar el riesgo de TEA. En este sentido, la exposicién a agentes
toxicos tales como el acido valproico, plastificantes, etanol, metales pesados, o bien, un
estado de inflamacion cronica de bajo grado presente en la obesidad materna, pueden
activar una respuesta inflamatoria materna y alterar el desarrollo temprano y 6ptimo del
cerebro de los descendientes, contribuyendo al desarrollo de trastornos como TEA (Han
et al. 2021; Nuttall 2017). En este contexto, diversos reportes han confirmado la presencia
de autoanticuerpos especificos de cerebro, respuestas de linfocitos T alteradas hacia el

antigeno y la produccion aberrante de citocinas en individuos con TEA (Bilbo et al. 2018).

En resumen, las evidencias epidemioldgicas y experimentales confirman que la
inflamacion y la desregulacion de la activacion inmune son factores contribuyentes en la
etiologia del TEA (Goines y Ashwood 2013; Meltzer y Van de Water 2017; Ormstad et
al. 2018). La contribucion de la respuesta inmune en el TEA es el tema principal de esta

tesis y se abordara a profundidad en el desarrollo de las siguientes secciones.

2.3. Comunicacion entre el sistema inmune periférico y el sistema nervioso central,
y su contribucion al desarrollo de TEA

El sistema inmune integra el principal mecanismo de defensa contra los
organismos patégenos invasores y se divide generalmente en dos grandes mecanismos: el
sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo. El sistema inmune innato reacciona
de manera inmediata, uniforme y no selectiva a la primera y posterior exposicion a un
patogeno, esto mediante células derivadas en su mayoria de progenitores mieloides como
los macrofagos, neutrofilos, basoéfilos, eosinofilos, células dendriticas y proteinas del
sistema de complemento. Por su parte, el sistema inmunoldgico adaptativo se “adapta”
selectivamente, de modo que una exposicion secundaria a un patégeno da como resultado
una respuesta mas rapida y aumentada (respuesta secundaria) en comparaciéon con la
primera exposicion (respuesta primaria). La inmunidad adaptativa a su vez se subdivide
en dos ramas, la respuesta inmune humoral y la respuesta inmune celular, la primera esta
mediada por proteinas conocidas como anticuerpos que son secretados por células
plasmaticas (linfocitos B), mientras que la segunda estd mediada por diversas

subpoblaciones de linfocitos T, tales como cooperadores (CD4") y citotoxicos (CDS8").



Idealmente, la activaciéon de estos sistemas favorece la eliminacion de cualquier
microorganismo invasor antes de que se desarrollen patologias o sintomas, o bien,

previene la infeccion inicial (Chaplin 2010; Kellie y Al-Mansour 2017).

A pesar de que el sistema inmune y el sistema nervioso central (SNC) se
encuentran aparentemente “aislados” uno del otro, diversas investigaciones han descrito
que ambos sistemas interactian intimamente a lo largo de la vida (Bilbo y Schwarz 2012;
Prinz y Priller 2017). Desde hace mucho tiempo se conoce que el SNC posee células
residentes como las neuronas, los astrocitos, la microglia y los oligodendrocitos, aunque
también se ha documentado la acumulacion de macrofagos perivasculares. De manera
notable, estas células residentes son capaces de producir citocinas, quimiocinas y expresar
receptores durante el desarrollo fisioloégico del cerebro. Ademads, el sistema inmune
periférico se comunica con el cerebro a través de citocinas, quimiocinas o incluso
mediante interaccion directa con células residentes de cerebro y proveer asi una

interaccion constante (Prinz y Priller 2017).

La contribucion del sistema inmunoldgico en el desarrollo del TEA comenzo6 a
identificarse desde hace mas de 50 afios (1960-1970), confirmandose la asociacion del
autismo en nifios con infeccion congénita de rubéola, posiblemente asociado con el
incremento de citocinas e interferon en células infectadas que podrian contribuir a defectos
congénitos. Se conoce que las concentraciones de citocinas sistémicas, como las IL-1, IL-
6, IL-8, TNF, IFN y en incremento de la sefal del receptor Toll tipo 4 (TLR-4, es un
receptor de reconocimiento de patrones, uno de los mas estudiados e involucrado durante
la inmunidad innata) son mediadores del desarrollo anormal y de la restricciéon del
crecimiento fetal, ademas de favorecer parto prematuro (Shukla y Maraga 2020; Yockey
e Iwasaki 2018). Estudios adicionales documentaron vinculos entre otras infecciones
virales sistémicas y el desarrollo de trastornos neurodegenerativos como la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica, la esclerosis
multiple y los trastornos del espectro autista (Chess 1977; Mawson y Croft 2019). Si bien
estos datos confirman la activacion del sistema inmune periférico posterior a la infeccion,

existen reportes que han identificado inflamacion y activaciéon inmune celular en el



cerebro de individuos con TEA a través de la determinacion de marcadores como
quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCLS8, CXCL10) y citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8,
IFN-y, TNF-a), que en su mayoria responden a las células de microglia y de manera
secundaria a los astrocitos y otros tipos celulares (Cheeran et al. 2009). En este contexto,
a nivel del SNC, la microglia y los astrocitos pueden reaccionar y ser reactivos a los
estimulos inflamatorios y responder a ellos mediante la liberacion de citocinas
proinflamatorias, ademds de inducir la disfuncion sindptica (Matta et al. 2019). Estas

evidencias confirman que la activacion inmune esta presente en sujetos con TEA.

2.4. La Activacion Inmune Materna favorece el desarrollo de TEA en la descendencia

La Activacion Inmune Materna (MIA, por sus siglas en inglés) es un evento
fisioldgico en donde los sistemas inmunes innato y adaptativo maternos son activados por
diversos inductores externos, tales como las infecciones, estrés, autoinmunidad, asma,
alergias o inflamacién, lo cual desencadena una cascada de citocinas y alteraciones
inmunologicas que afectan negativamente el desarrollo embrionario del feto y favorecen
la aparicion de fenotipos adversos en la descendencia. Se conoce que la MIA es capaz de
inducir alteraciones en el sistema nervioso central y favorecer en la descendencia el
desarrollo de trastornos y manifestaciones psiquiatricas que incluyen al TEA y la

esquizofrenia (Figura 2) (Kreitz et al. 2020; Minakova y Warner 2018).

Investigaciones en los tltimos afios han demostrado que la induccion de la MIA
también ocurre mediante la ingesta de dietas con alto contenido caldrico o inclusive en
estados de obesidad materna. De interés, la exposicion de nutrientes hipercaloricos pueden
influir directa o indirectamente sobre el sistema inmunologico, por lo que pueden
perturbar el embarazo y el desarrollo fetal cuando se ingieren en cantidad o equilibrio
inadecuados (Bordeleau et al. 2021; Dhaliwal et al. 2019; Reynolds et al. 2014). Por
ejemplo, el exceso nutricional relacionado con la promocion de inflamacién se basa en
altos niveles de carbohidratos refinados y grasas saturadas, y bajos niveles de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA n-3) y fibra (Kiecolt-Glaser 2010; Oz 2017), constituyentes
que son caracteristicos de una dieta occidental (western). El consumo excesivo de estos

nutrientes durante el embarazo, en especial de grasas (4cido palmitico y estedrico), tienen



la capacidad de inducir citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, TNF-a) asociados a la
activacion de vias de sefializacion de TLR-4 — NF-kB en trofoblastos (Yang et al. 2015).
Este efecto también ha sido confirmado en modelos de MIA (Ozaki et al. 2020), por lo
que se propone que la presencia de un perfil proinflamatorio e incluso el deterioro de la
barrera hematoencefalica inducido por inflamacion metabdlica y sistémica favorece la
acumulacion de citocinas cerebrales y el desarrollo de neuroinflamacion (Wigckowska-
Gacek et al. 2021). Contrariamente, la administraciéon de PUFA n-3 importantes para el
tejido neural (4cido docosahexaenoico) ha demostrado aliviar los comportamientos
similares al autismo en un modelo murino de MIA (Weiser et al. 2016). Por su parte, la
presencia de obesidad en forma de incremento de tejido adiposo promueve acumulacion
de TNF-a y citocinas proinflamatorias (IL-6, ICAM-1, Proteina C Reactiva, leptina),
ademds de favorecer la infiltracion de macrofagos locales y eventos de disfuncion
endotelial (Parisi et al. 2021). De interés, se ha observado que un estado de obesidad
materna también puede promover al trasporte placentario 4dcidos grasos libres, colesterol,
triglicéridos e incluso células inmunes maternas, infiltrindose en el tejido fetal y

persistiendo hasta la edad adulta (Parisi et al., 2021).
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Figura 2. La Activacion Inmune Materna. La exposicion a factores que activan el sistema inmunologico de la madre
induce la generacion de moléculas inflamatorias durante el periodo gestacional, esto causa defectos en el desarrollo del
sistema nervioso central de la descendencia, aumentando los niveles de moléculas inmunes inflamatorias y
desencadenando las caracteristicas presentes en el TEA. Realizado en BioRender.com.



Se sabe que MIA es capaz de inducir defectos en el desarrollo del SNC de la
descendencia, tentativamente mediante el aumento de moléculas inmunes inflamatorias
como las citocinas. Esta hipotesis es respaldada por la investigacion en modelos animales,
demostrando que la induccion de MIA es suficiente para causar neuropatologias en la
descendencia (Estes y McAllister 2016; Jiang et al. 2018). De hecho, dichas moléculas
inflamatorias han sido reportadas como mediadores de trastornos conductuales en la
descendencia, tal y como ocurre con la MIA posterior a la infeccion materna (Ozaki et al.
2020). Se piensa que los desencadenantes de la MIA en periodos criticos de la gestacion
no son causantes directos de neuropatologias ni trastornos sobre la descendencia, mas bien
se cree que la MIA predispone a la descendencia a presentar estos trastornos durante su
desarrollo tardio. Ademas, la MIA podria afectar el desarrollo del SNC fetal a través del
aumento de citocinas proinflamatorias a nivel periférico en las madres y su posterior
infiltracion en el cerebro fetal durante el desarrollo (Masi et al. 2017). Esto implica que el
sistema inmune periférico se comunica con el sistema nervioso central a través de la
infiltracion de citocinas, contribuyendo a la regulacion negativa de la funcion cerebral.

Estudios preclinicos empleando modelos animales expuestos sistémicamente al
acido poliinosinico:policitidilico (Poly (I:C)), el cual simula un RNA de doble cadena
(dsRNA), desarrollan la activaciéon de MIA. Molecularmente, el Poly I:C se une a los
receptores Toll tipo 3 (TLR-3) y activa la sefializacion de factores de transcripcion
corriente abajo de los efectores IRF-3, AP-1 y NF-kB que concluyen en la produccion de
IFN tipo I (Figura 6) (Li et al. 2012). En este sentido, el Poly I:C imita las infecciones
virales durante el embarazo, favoreciendo una respuesta inflamatoria durante el periodo
gestacional (Kreitz et al. 2020; Minakova y Warner 2018). Los resultados demuestran que
la administracion sistémica de Poly (I:C) promueve la susceptibilidad de anomalias
neuroconductuales en que simulan varios trastornos neuropsiquiatricos como el autismo,
la esquizofrenia y la depresion (Chang et al. 2020; Meyer 2014; Reisinger et al. 2015). En
particular, la descendencia de madres expuestas a Poly (I:C) presentaron anomalias en el
comportamiento, la interaccion social y la exploracion que correlaciona con incremento

en la inflamacion libre de infeccion (Meltzer y Van de Water 2017; Shi et al. 2003).



A la fecha, se han postulado dos posibles hipotesis que vinculan a la MIA durante
los periodos criticos del desarrollo gestacional y su impacto en la funcion cerebral: 1) MIA
altera o interrumpe de manera permanente el desarrollo de circuitos neuronales
relacionados con la conducta, el aprendizaje o la memoria; y 2) MIA reprograma la
funcion inmune del individuo modificando su respuesta a un desafio inmune posterior a
través de respuestas exageradas de citocinas proinflamatorias o la atenuacion de la
regulacion antiinflamatoria, en donde ambos eventos aberrantes afectarian los procesos
de conducta y cognicion del individuo (Bilbo y Schwarz 2012). En esta investigacién
estamos interesados en abordar la segunda propuesta, que fundamenta la contribucion de
la inmunidad materna en el desarrollo del TEA a través de la infiltracion de células del

sistema inmune periférico al cerebro.

2.5. La MIA promueve la infiltracion de células inmunes periféricas y un perfil
proinflamatorio sistémico y cerebral en la descendencia

El cerebro es uno de los 6rganos mas importantes del cuerpo humano y tiende a
ser mas vulnerable en periodos criticos del desarrollo embrionario. En este contexto,
agresiones o estimulos externos en el periodo de gestacion e incluso durante la infancia y
nifiez temprana han demostrado tener un riesgo potencial de causar dafos o incluso
patologias a largo plazo. El cerebro contiene tres relevantes barreras naturales que lo
protegen de agentes nocivos externos: la barrera hematoencefélica, la barrera sangre-
liquido cefalorraquideo y la barrera aracnoidea. A pesar de contener dichas barreras, el
cerebro se encuentra en constante comunicacion con el sistema periférico. La barrera
sangre-liquido cefalorraquideo, también conocida como plexo coroideo, es un epitelio
fenestrado que se encuentra dentro de los ventriculos cerebrales (Figura 3), el cual
representa un sitio de comunicacion entre la periferia y el cerebro, ademas, de ser el
principal generador del liquido cefalorraquideo. Esta intima comunicacioén entre sistema
central y periférico es fundamental para promover el correcto desarrollo cerebral (Hladky

y Barrand 2018; Praetorius y Damkier 2017).
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Figura 3. Distribucion del plexo coroideo en el cerebro humano. El plexo coroideo es un epitelio que se encuentra
dentro de ambos ventriculos cerebrales, el tercer y cuarto ventriculo. Tomado y modificado de Hladky y Barrand 2018.

Si bien existen zonas como el plexo coroideo que por sus caracteristicas permite
una libre comunicacion del estroma con la sangre periférica, en un estado de inflamacion
cerebral (neuroinflamacion), dichas barreras pueden perder su funcién y presentar
transporte no selectivo de células y moléculas, permitiendo de esta manera la infiltracion
de citocinas, quimiocinas y hasta una mayor cantidad de células inmunes al cerebro

(Figura 4) (Demeestere et al. 2015; Rua y McGavern 2018; Takata et al. 2021).

Existe cada vez mas evidencia que la MIA y la neuroinflamacion inducen
trastornos del neurodesarrollo como el TEA, el deterioro cognitivo y la depresion (Jiang
et al. 2018). Las bases fisioldgicas que permiten la infiltracién y acumulacion de citocinas
periféricas en el cerebro no son del todo conocidas, sin embargo, se han propuesto varios
mecanismos. En principio se piensa que las citocinas podrian atravesar la barrera
hematoencefalica mediante un sistema de trasporte de flujo de entrada saturable o a través
de trasporte axonal retrdgrado, o bien, a través de su ingreso por difusion simple en
organos circunventriculares (Yarlagadda et al. 2009). Estudios recientes documentan vias
humorales, neutrales y celulares como posibles rutas de comunicacion periférica con el

cerebro, que incluye: 1) la activacion de segundos mensajeros en el parénquima cerebral
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por parte de células endoteliales, 2) la transmision de sefales de citocinas por vias del
SNC periféricas como el nervio vago, y 3) la entrada de monocitos periféricos activados

que liberan citocinas en el parénquima cerebral (Capuron y Miller 2011).
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Figura 4. Infiltracion de células inmunes al cerebro a través de las meninges y el plexo coroideo. La inflamacion
meningea puede alterar el estado de permeabilidad de las meninges y los vasos sanguineos, permitiendo que se infiltren
células inmunes periféricas hacia el liquido cefalorraquideo y posteriormente hacia el cerebro (Takata et al., 2021). En
el plexo coroideo, las células inmunes periféricas también pueden infiltrarse a través del endotelio fenestrado y
posteriormente migrar a través de las células epiteliales del plexo coroideo para infiltrarse e interactuar con las células
residentes del cerebro (Demeestere et al., 2015). N, neuronas; GC, células gliales; MG, microglia; AC, astrocitos; EC,
células ependimarias; BV, vaso sanguineo; DC, células dendriticas; NK, células asesinas naturales; L, linfocitos; CPE,
células epiteliales del plexo coroideo; CK, citocinas; CSF, liquido cefalorraquideo. Modificado de Demeestere et al.
2015 y realizado en BioRender.com.

La sobreexpresion de citocinas proinflamatorias tanto a nivel sistémico como a
nivel cerebral esté relacionada con inducir un fenotipo de TEA sobre los descendientes o
empeorar sus caracteristicas conductuales. Estudios de perfil sérico han reportado que
madres de infantes diagnosticados con TEA y con un fenotipo de discapacidad intelectual
presentaron mayores niveles de citocinas y quimiocinas como GM-CSF, INF-y, IL-1a e
IL-6 (Jones et al. 2017). Se tienen reportes de infantes diagnosticados con TEA que
presentan perfiles altos de citocinas como BDNF, TNF-q, IL-1p, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12,
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IL-13, IL-17 e IL-23 (Ricci et al. 2013; Suzuki et al. 2011) y en un metaanalisis se
reportaron menores concentraciones de citocinas antiinflamatorias como la IL-10 y IL-
IRa (Saghazadeh et al. 2019). Estas evidencias sugieren que el perfil inflamatorio
mostrado en TEA se reproduce en modelos animales expuestos a MIA. Se tiene evidencia
de que citocinas como el TNF-a, IL-1f e IL-6 pueden atravesar la barrera
hematoencefalica e inducir cambios en regiones cerebrales como el hipotalamo (Masi et
al. 2017). Estudios en roedores indican que la administracion de la citoquina
proinflamatoria IL-6 altera el desarrollo del cerebro fetal, ademas de favorecer los déficits
del neurodesarrollo de sus descendientes (Smith et al. 2007). Se piensa que la activacion
de IL-6 en la placenta es necesaria para trasmitir sefiales inflamatorias al cerebro del feto
y causar enfermedades del neurodesarrollo, de hecho, la administracion de anticuerpos
neutralizantes de IL-6 previenen el fenotipo alterado por MIA (Smith et al. 2007; Wu et
al. 2017). De manera inversa, la sobreexpresion transgénica de IL-6 decrece la

neurogénesis en el hipocampo (Li y Zhang 2016; Vallieres et al. 2002).

Adicional al incremento de citocinas proinflamatorias en la sangre y cerebro de
modelos animales expuestos a MIA o de sujetos con TEA, se han observado
acumulaciones cerebrales de diferentes tipos celulares del sistema inmune periférico. Las
células T CD4+ son capaces de infiltrarse en el liquido cefalorraquideo (LCR) desde los
ganglios linfaticos cervicales a través del plexo coroideo y las venas meningeas (Louveau
et al. 2017). Analisis post mortem reportan un aumento en la cantidad de células T-CD8*
perivasculares en vasos sanguinos del parénquima cerebral de cerebros autistas (Figura
5A) (DiStasio et al. 2019). Por su parte, un estudio adicional determiné menores niveles
periféricos de linfocitos B en individuos con TEA (Bressler et al. 2012), mientras que otro
estudio reporta aumentos séricos de hasta un 20% de linfocitos B en nifios con autismo
(Ashwood et al. 2011). Fisiol6gicamente, se han determinado poblaciones de células B en
zonas como el plexo coroideo, meninges, cerebelo y medula espinal y se piensa que
podrian infiltrarse a estas zonas desde la sangre y contribuir a la oligodendrogénesis
durante la etapa neonatal (Tanabe y Yamashita 2019). Ademas, un incremento del 40%
en cé¢lulas NK ha sido reportado a nivel periférico en individuos con TEA (Ashwood et

al. 2011; Bressler et al. 2012); también se ha reportado aumento de los complejos
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activadores de células NK (aKIR/HLA), o bien decremento (KIR/HLA) en los nifios con
TEA, en donde la actividad de las células NK estd modulada por la interaccion entre las
proteinas del receptor tipo inmunoglobulina (KIR) y sus ligandos HLA afines en las
células placentarias y el trofoblasto, esta interaccion de las moléculas de KIR y HLA
inducen la activacién inmunitaria que influyen en el desarrollo y la plasticidad del sistema
nervioso central y fetal (Guerini et al. 2014). De interés, las células NK contribuyen a la
neuroinflamacion durante la sepsis, especificamente un subconjunto de células NK
(CD11b* — CD27") se ha reportado que migra al cerebro posterior a la infiltracion de
neutrofilos (He et al. 2016). Las células dendriticas desempefian un papel clave en la
modulacion de las respuestas inmunitarias y las diferencias en las frecuencias o funciones
de estas células pueden provocar una disfuncion inmunologica en nifios con TEA (Breece
et al. 2013). Se ha determinado que individuos con TEA a nivel periférico tienden a
presentar porcentajes significativamente mas altos de células dendriticas plasmocitoides
y mieloides a comparacion de individuos sanos (Saad et al. 2017). El estudio del papel de
las células dendriticas CD11c" en el SNC tiene algunas limitantes, ya que la microglia
puede regular al alza la expresion de células positivas a CD11c durante la inflamacion, lo
que hace dificil distinguir las células dendriticas derivadas de la médula 6sea comparadas
con la microglia residente del cerebro (Hoye et al. 2018). Si bien se ha determinado que
existen poblaciones de células dendriticas residentes en cerebro, también se ha observado
que en padecimientos como la isquemia cerebral las células dendriticas de la periferia
tienen la capacidad de migrar al SNC, sin embargo, su papel en diversos padecimientos
no esta del todo dilucidado (Felger et al. 2010). En el plexo coroideo de la descendencia
de ratones administrados con Poly I:C se ha observado que se promueve la infiltracion de

monocitos provenientes especificamente de la periferia (Figura 5B) (Cui et al. 2020).
En su conjunto, estas evidencias confirman la presencia de tipos inmunes celulares

del sistema periférico que migran al SNC, en donde probablemente contribuyan a la

regulacion de la neuroinflamacion y el desarrollo de TEA.
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Figura 5. Infiltracion de células inmunes en individuos con TEA y modelos murinos de MIA. A) Se observa una
mayor infiltracion de células inmunes (linfocitos perivasculares) en vasos sanguineos del parénquima cerebral de
individuos con un diagndstico de autismo (barra de escala = 40 pum); tomado y modificado de DiStasio et al. 2019.
B) Mayor infiltracién de monocitos (Ccr2 ™) en el cuarto ventriculo del plexo coroideo en la descendencia de ratones
administrados con Poly I:C, molécula utilizada para inducir activacion inmune materna (barra de escala = 100 pum);
tomado de Cui et al. 2020.

2.6. La neuroinflamacion y la microglia modulan la susceptibilidad a TEA

La neuroinflamacion es la respuesta inflamatoria que se produce especialmente en
el SNC y el cerebro, y esta definida por cuatro caracteristicas principales: 1) activacion de
macrofagos (microglia), 2) aumento de citocinas y quimiocinas, 3) reclutamiento de
células inmune periféricas y locales, 4) dafio tisular (Woodburn et al. 2021). Esta respuesta
puede ser favorecida por células residentes del cerebro que incluyen a los astrocitos,
células inmunes que logran infiltrarse al cerebro (células T, monocitos, macréfagos,
células dendriticas y NK) y por la microglia. En estas condiciones, se liberan grandes
cantidades de mediadores que promueven la inflamacion, tales como las citocinas,
quimiocinas, y especies reactivas de oxigeno que pueden dafar tejido, causar edema vy,
potencialmente, ocasionar la muerte neuronal. En este contexto, la neuroinflamacion se
ha observado y asociado a una gran diversidad de lesiones cerebrales, enfermedades como
el Parkinson y el Alzheimer, y trastornos como la depresion mayor y el TEA (Greene et

al. 2019; Lurie 2018).
Entre las células mds importantemente implicadas en el desarrollo de

neuroinflamaciéon se encuentra la microglia. La microglia se origina de progenitores

eritromieloides en el saco vitelino durante el desarrollo embrionario, es considerada una
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célula inmune residente de cerebro con caracteristicas transcripcionales Unicas de
macrofago (Gogoleva et al. 2019; Woodburn et al. 2021). Se han asociado diversidad de
funciones relacionadas con la salud (homeostasis, reparacion del sistema nervioso,
eliminacion de sinapsis (pruning), modulacion del comportamiento social) y a la
enfermedad (aumento de citocinas y quimiocinas, reclutamiento de células inmunitarias
periféricas y locales, dafo tisular, impulsar la neuroinflamacién) (Gogoleva et al. 2019;
Woodburn et al. 2021).

Existe evidencia acerca de la existencia de estados de polarizacion de la microglia,
siendo un estado M1 (proinflamatorio) impulsado por la exposicion de la microglia a
moléculas como el LPS e IFN, reconocidos por TLR-4 y TLR1-2, activando factores de
trascripcion como NF-kB y STAT-1 y finalmente incrementando la expresion de
marcadores de superficie como CD86 y MHC-II; al igual que un estado M2
(antiinflamatorio) impulsado por la exposicion de la microglia a moléculas como IL-4 e
IL-13, reconocidos por sus respectivos receptores (IL-4R), activando factores de
transcripcion como STAT6 y finalmente incrementando la expresion de marcadores de
superficie como CD206 y el receptor de manosa (Orihuela et al. 2016). Sin embargo,
estudios mas recientes mencionan que si bien, anteriormente se pensaba que la microglia,
al igual que los macrofagos, puede ser tanto proinflamatoria (M1) como antiinflamatoria
(M2), la microglia puede pasar de un estado homeostatico a uno patolégico con la
consiguiente adquisicion del fenotipo asociado (Gogoleva et al. 2019; Ransohoff 2016).

De manera especifica, la microglia posee un sensoma complejo con la capacidad
de adaptarse a su entorno, respondiendo a alarminas tipo I (PAMPs) o tipo II (DAMPs) e
incluso otros factores como las citocinas proinflamatorias IL-1f, IL-6 y TNF-a (Hickman
y El Khoury 2019). Su identidad de macréfagos, su condicion de células residentes y la
flexibilidad a estimulos convierten a la microglia en un objetivo novedoso para un mejor
entendimiento de las interacciones entre el eje intestino-cerebro, el microbioma y MIA en

diversas patologias relacionadas con trastornos del neurodesarrollo, tales como el TEA

(Cowan y Petri 2018).

Una de las hipdtesis mas fuertes que relacionan a la funcion de la microglia con el

desarrollo del TEA es su efecto exacerbado de la poda sinaptica aberrante y la alteracion
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de la densidad neuronal, favoreciendo trastornos neuroanatomicos (Prata et al. 2019). La
microglia est4 estrechamente controlada por el microambiente local y se sabe que la MIA
es capaz de inducir un “priming” o cebado que exacerba su funcion, el cual representa un
factor clave en un amplio espectro de sindromes y enfermedades del desarrollo
neurologico y fenotipos conductuales (Knuesel et al. 2014). A la fecha no se conocen con
certeza los mecanismos moleculares vinculados a la activacion del cebado en la microglia.
Se ha descrito que diversas citocinas pueden ingresar al cerebro a través de zonas como
los organos circunventriculares en donde la barrera hematoencefalica estd ausente,
logrando desencadenar respuestas inflamatorias en el cerebro dependientes de la microglia
(Cowan y Petri 2018; Johnston y Webster 2009). En este sentido, la citocina mas
importantemente involucrada en el desarrollo de TEA durante la activacion del sistema
inmune periférico es la IL-17. Se ha determinado que pacientes con TEA tienden a
presentar niveles elevados en sangre de IL-17A, que correlaciona con la gravedad de los
sintomas conductuales. Ademas, la activacion de la MIA posterior a la administracion de
Poly (I:C) en ratones aumenta los niveles de IL-17 en la sangre de las madres y en los
cerebros de los descendientes, que correlaciona con un aumento en el nivel de mRNA de
IL-17 en la placenta (Wong y Hoeffer 2018). De hecho, la administracion intraventricular
de IL-17a a ratones C57BL/6 es capaz de activar la microglia cortical y promover el
incremento de marcadores relacionados con la fagocitosis (Sasaki et al. 2020), sugiriendo

un decremento de terminales sinapticas.

Con base a estas evidencias, se ha propuesto que la microglia podria mediar la
activacion la via de IL-17 y contribuir a la patologia semejante al TEA observada durante

la induccion de MIA a nivel del SNC (Choi et al. 2016; Cowan y Petri 2018).

2.7. La programacion nutricional materna favorece el desarrollo de inflamacion
sistémica

La programacion fetal se puede definir como la modulacion de la salud o
enfermedad de un individuo posterior al nacimiento, por la exposiciéon de estimulos
durante periodos criticos del desarrollo. En especifico, la exposicion a factores

ambientales hostiles, como la desnutricion y la sobrenutricion, el estrés, etc., favorecen la

17



programacion fetal. En dichos estados, la programacion fetal induce una respuesta en el
feto en desarrollo a adaptarse a las nuevas condiciones en el ttero, favoreciendo cambios
irreversibles en la descendencia, predisponiéndola a futuros problemas de salud

(Marciniak et al. 2017; Moreno-Fernandez et al. 2020).

Los modelos animales de programacion caldrica y dietas altas en grasas muestran
aumentos de leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y citocinas inflamatorias de la madre,
contribuyendo a alteraciones del comportamiento de la descendencia, que incluyen la
afeccion de las interacciones sociales, aumento de ansiedad, comportamientos depresivos,
deterioro cognitivo e hiperactividad (Sullivan et al. 2015). Datos de nuestro grupo de
investigacion confirman que la programacion materna por exposicion a dieta alto
contenido energético (llamada dieta de cafeteria) induce alteraciones metabolicas que
incluyen la alteracion en la sensibilidad de la insulina, hipertension, disfuncién endotelial,
el aumento de la adiposidad y la regulacion del apetito (Cardenas-Perez et al. 2018;

Maldonado-Ruiz et al., 2019a).

La exposicion de dieta con alto contenido energético durante la programacion
materna también promueve el desarrollo de inflamacion sistémica y contribuye al
desarrollo de TEA en la descendencia. Datos epidemioldgicos y preclinicos demuestran
que la presencia de un balance positivo de energia corporal, como en la obesidad o durante
la ingesta de una dieta con alto contenido energético, es capaz de inducir inflamacion
sistétmica de bajo grado, conocido como inflamacién metabolica. La inflamacién
metabolica incluye a un proceso que promueve el desarrollo de un perfil inflamatorio en
aquellos sujetos que son expuestos a ingesta excesiva de alimento y que también se
observa durante la obesidad materna. Se ha descrito que este proceso esté relacionado con
la acumulacion de 4acidos grasos libres en plasma, la cual promueve respuesta
proinflamatoria a nivel central y periférico a través de la activacion de TLR-4 (Marrone y
Coccurello 2019; Rogero y Calder 2018). Algunos autores sugieren que los acidos grasos
no son directamente ligandos de TLR-4, sin embargo, lo que si esta claro es que durante
la exposicion de formulas ricas en lipidos saturados se favorece la activacion de TLR-4 y

la inflamacion (Figura 6) (Lancaster et al. 2018). De manera notable, la exposicion a dieta
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alto contenido energético también induce en la descendencia un perfil inflamatorio
aberrante y la activacion de la microglia a nivel cerebral (Maldonado-Ruiz et al. 2019a).
Las alteraciones cerebrales debidas a la exposicion de dietas altas en grasas durante el
embarazo también inducen anomalias micro y macroestructurales cerebrales en la
descendencia que involucran cambios en el volumen cerebral que perduran hasta la edad
adulta y modifican la conducta del individuo (Trujillo-Villarreal et al. 2021).
Desconocemos si dichas alteraciones cerebrales asociadas a la exposicion de dietas con
alto contenido energético se encuentran presentes en sujetos que presentan conducta
similar al TEA. Ademads, se ha sugerido que la programacion materna mediante dietas
hipercaloricas durante el desarrollo puede establecer una intercomunicaciéon inmunitaria
central y periférica que potencialmente podria modular los defectos macro y
microestructurales del cerebro que conducen a la susceptibilidad al autismo (Maldonado-

Ruiz et al. 2019b).

Molecularmente, se ha observado que modelos animales expuestos a dieta materna
alta en grasas (HFD) presentan cambios de diversos mediadores inflamatorios como
CDI11b, IL-6, NF-kB, TLR-4 en el cerebro, ademas de un aumento de citocinas
proinflamatorias como IL-2, IL-4, IL-6, en su conjunto, confiriendo un mayor riesgo al
feto mas alla de la etapa de desarrollo intrauterino y durante todo el proceso de desarrollo
de la progenie (Bordeleau et al. 2021; Dhaliwal et al. 2019; Reynolds et al. 2014). La
evidencia de modelos de roedores y primates no humanos indican que el consumo materno
de HFD causa niveles elevados de marcadores inflamatorios en el cerebro, que tiene un
largo impacto a largo plazo en conductas como la ansiedad y el aprendizaje (Bilbo y Tsang
2010; Grayson et al. 2010; Sullivan et al. 2010). En roedores, el consumo de un HFD
durante el embarazo aumenta los marcadores de activacion microglial y citocinas
proinflamatorias en el hipocampo de la descendencia (Bilbo y Tsang 2010).

Es muy bien conocido que el incremento en la ingesta de acidos grasos saturados
y decremento de 4acidos grasos poliinsaturados impacta en el neurodesarrollo con
consecuencias negativas en el comportamiento (De Crescenzo et al. 2020). Sin embargo,
los mecanismos moleculares que se asocian a este efecto no estan del todo claros. Algunos

trabajos han identificado que la deficiencia de omega-3 en la dieta materna empeora la
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disfuncion intestinal temprana inducida por MIA, en parte debido a la modificacion del
microbioma intestinal y una mayor reactividad inflamatoria local (Leyrolle et al. 2021).
Por ejemplo, acidos grasos de cadena corta como el butirato, los cuales representan
productos metabdlicos de la microbiota intestinal, se cree que modulan el sistema
inmunologico periférico con un impacto en la proliferacion de células T reguladoras
(Furusawa et al. 2013). Por otra parte, la exposicion a dieta hipercaldrica en un modelo
murino establece una reprogramacion transcriptomica y epigendémica de las células
progenitoras mieloides que muestran una mayor proliferacion y respuesta inmune innata
en etapas posteriores (Christ et al. 2018). El efecto de la exposicion materna a la dieta
hipercalorica durante el embarazo y su papel en la modulacion epigenética de la
inmunidad que conduce al TEA no ha sido totalmente dilucidado; sin embargo, de ser asi,
estos efectos parecen permanecer hasta la edad adulta acompafiados de cambios

conductuales (Keleher et al. 2018).

En su conjunto, la exposicion de dietas con alto contenido energético durante el
embarazo recapitula vias moleculares semejantes a lo exhibido por los modelos de MIA
por LPS y Poly I:C (Figura 6). Si bien la evidencia implica a la via dependiente de los
TLR-4 — NF-kB como los principales mediadores proinflamatorios, se conoce que una
dieta alta en grasas saturadas puede aumentar la cantidad de acidos grasos libres en
circulacion, ingresar al cerebro y estimular a las células residentes de cerebro favoreciendo
la inflamacion (Butler et al. 2020; Howe et al. 2022). Especificamente, el 4cido palmitico
ha sido denominado el principal acido graso saturado que se encuentra en una dieta alta
en grasas, y se conoce que puede inducir una respuesta proinflamatoria mediada por TLR-
4, aumentando la liberacion de citocinas proinflamatorias sobre microglia (Butler et al.
2020). Otros investigadores proponen que si bien los 4cidos grasos saturados como el
acido laurico y el acido palmitico pueden activar vias proinflamatorias mediadas por NF-
kB sobre la microglia, al no ser ligandos especificos para TLR-1/2 y TLR-4
respectivamente, otros mecanismos como la asociacion de balsas lipidicas puede
promover la heterodimerizacién u homodimerizacion de TLR-4 respectivamente (Cruz-
Carrillo y Camacho-Morales 2020; Lancaster et al. 2018; Maldonado-Ruiz et al. 2017).

Todas estas vias de activacion tienen en comin una desregulacién inmune hacia un perfil
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proinflamatorio que puede ser desencadenada de diversas formas: infecciones virales
mediante el reconocimiento de RNA viral por receptores como los TLR-3 los cuales
activan la via del Interferon tipo I, moléculas homdlogas a un RNA bicatenario como lo
es Poly (I:C) el cual se tiene bien caracterizado que induce MIA en modelos murinos
mediante TLR-3 e infecciones bacterianas mediante el reconocimiento de LPS por
receptores como los TLR-4 que desencadenan vias de sefializacion para la produccion de

citocinas proinflamatorias.
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Figura 6. La activacion de receptores tipo Toll desencadenan vias proinflamatorias sobre la microglia. Los
receptores TLR-3 y TLR-4 convergen en las mismas vias de sefializacion proinflamatoria rio abajo en la cascada de
sefializacion a pesar de que estos receptores se activan por vias distintas. La homodimerizacion de TLR4 y la
heterodimerizacion de TLR-1/2 por si solas puede activar las mismas vias de sefializacion proinflamatoria, se cree que
un exceso de SFA en la dieta altera la actividad de balsas lipidicas, promoviendo la dimerizacion y heterodimerizacion
de TLRs (Lancaster et al. 2018). Tomado y modificado de Firmal et al. 2020 y Maldonado-Ruiz et al. 2017. Realizado
en BioRender.com.
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3. JUSTIFICACION

El autismo es una enfermedad que afecta la capacidad de integracion de los
individuos en la sociedad, aunque su prevalencia se incrementa cada afio, no se conocen
con certeza las alteraciones moleculares y/o fisioldgicas que dan lugar a su desarrollo. La
presencia de un estado de inflamacion cronica de bajo grado durante el embarazo podria
programar a la descendencia a alterar la funcion y/o estructura cerebral, representando uno
de los principales agentes etioldgicos del desarrollo del TEA en nuestra poblacion.

Con base en esta informacion, la identificacion del efecto de la exposicion fetal a
dieta con alto contenido energético (dieta cafeteria) durante el embarazo, en la infiltracién
de células del sistema inmune periférico al cerebro y su contribucion en el desarrollo de
fenotipo proinflamatorio de la microglia en la descendencia, nos permitira identificar vias
y mecanismos celulares potencialmente involucrados en la activacion del cebado de la
microglia cuyo proceso parece estar altamente relacionado con el desarrollo del fenotipo

de TEA en la descendencia.

22



4. HIPOTESIS

El consumo de dieta cafeteria durante el embarazo promueve la infiltracion de
células del sistema inmune periférico al cerebro a través del plexo coroideo y la activacion

de la microglia, favoreciendo la conducta semejante al TEA en la descendencia.
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5. OBJETIVOS

5.1. General
Caracterizar las poblaciones celulares del sistema inmune periférico que se
infiltran por el plexo coroideo hacia el cerebro y el fenotipo microglial (M1/M2) en la

descendencia con conducta semejante al TEA de madres expuestas a dieta cafeteria.

5.2. Particulares
e Identificar la conducta semejante al TEA en la descendencia de ratones expuestos
a dieta cafeteria durante su desarrollo embrionario
e Determinar la presencia de células inmunitarias infiltrantes en el plexo coroideo y
en regiones cerebrales relacionadas con el TEA de la descendencia con conducta
semejante al TEA.
e Caracterizar el fenotipo microglial (M1/M2) en regiones cerebrales relacionadas

con el TEA de la descendencia con conducta semejante al TEA.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material bioldgico

Todos los procedimientos de este trabajo fueron aprobados por el Comité de Etica
de Investigacion y Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (CEIBA) de la
UANL bajo la clave de registro CEIBA-2021-005 y cumplieron con la NORMA Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999. Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6. Los animales
se mantuvieron en el bioterio del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la FCB-

UANL, en ciclos de luz/oscuridad de 12 h con acceso a comida y agua ad libitum.

6.2. Estrategia experimental
6.2.1. Programacion fetal de modelos murinos por dieta

6.2.1.1. Programacion con dieta control

Hembras de la cepa C57BL/6 de nueve semanas de edad fueron alimentadas con
dieta control (CTRL) (Laboratory Rodent Diet 5001: 58% carbohidratos, 13% lipidos y
29% proteinas; densidad calorica = 3.36 kcal/g) y agua ad libitum hasta cumplir los tres
meses de edad. Al cumplir tres meses de edad se realizo la cruza con machos de la misma
cepa y de la misma edad. Las crias se destetaron a las cuatro semanas de edad y se separo
a la descendencia macho, colocando un ratéon por jaula y manteniéndolos con dieta
estandar y agua ad libitum hasta cumplir dos meses de edad, tiempo al que se llevaron a
cabo las pruebas conductuales (Figura 7) (Cruz-Carrillo et al. 2020; Maldonado-Ruiz et
al. 2021).

6.2.1.2. Programacion con dieta cafeteria

Hembras de la cepa C57BL/6 de nueve semanas de edad fueron alimentadas con
dieta cafeteria (CAF) (39% carbohidratos, 49% lipidos y 12% proteinas; densidad caldrica
= 3.72 kcal/g) (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.) ad libitum hasta c
umplir los tres meses de edad. Al cumplir tres meses de edad se realiz6 la cruza con
machos de la misma cepa y de la misma edad. Las hembras se mantuvieron alimentadas
con dieta CAF durante la gestacion (tres semanas) y la lactancia (tres semanas). Las crias
se destetaron a las cuatro semanas de edad y se separ6 a la descendencia macho, colocando

un raton por jaula y manteniéndolos con dieta estdndar y agua ad libitum hasta cumplir
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dos meses de edad, tiempo al que se llevaron a cabo las pruebas conductuales (Figura 7)

(Cruz-Carrillo et al. 2020; Maldonado-Ruiz et al. 2021).

Tabla 1. Composicion de la dieta cafeteria

Galletas Marfas® 200¢g
Papitas Sabritas Original ® 200g
Chocolate liquido Hershey's® 200g
Tocino Fud® 200g
Pate de cerdo Swam® 400 g
Polvo de pellets de comida estandar 200g

. . F1-2 meses de edad
Apareamiento Nacimiento  Destete
] ] ]

Dieta control
| T I
Semanas -3 0 3 6 Pruebas
conductuales

B) ) . F1 -2 meses de edad
Apareamiento Nacimiento Destete
] ] ]
-( Dieta cafeteria Dieta control llb
| | I —
Semanas -3 0 3 6 Pruebas

conductuales

Figura 7. Administracion de dietas. Representacion esquematica de la administracion de las dietas A) CTRL y B)
CAF. Las dietas fueron administradas tres semanas antes del apareamiento, durante la gestacion y durante la lactancia.

6.2.2. Pruebas conductuales para la identificacion de conductas semejantes al TEA
Las pruebas conductuales se realizaron en la descendencia machos y fueron
evaluados en la Unidad de Neurometabolismo del Centro de Investigacion y Desarrollo
en Ciencias de la Salud, FACMED-UANL. Los roedores fueron transportados al sitio de
la prueba 30 minutos antes de iniciar los experimentos, con la finalidad de que se

aclimaten al sitio. Cada una de las pruebas se llevo a cabo con un dia de separacion.

6.2.2.1. Sociabilidad en tres camaras

Para esta prueba se utilizd una arena de tres camaras e incluye tres fases: 1)
habituacion, 2) exploracion y 3) socializacion (Figura 8). Los ratones “desconocidos”
fueron habituados a la arena de tres camaras, encerrado a cada uno de ellos en jaulas
cilindricas colocadas dentro de una de las camaras laterales de la arena por 10 minutos,

este procedimiento se realizé durante cuatro dias antes de comenzar la prueba. En la fase
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de habituacion, los ratones se colocaron en la camara central de la arena con las puertas
laterales cerradas durante 10 minutos. En la fase de exploracion, se retiraron las puertas
que bloqueaban las camaras laterales y se le permiti6 al raton recorrer la arena libremente
por 10 minutos; ademas, se cuantifico el tiempo que el roedor pasa en cada una de las
camaras laterales, a ese valor se le denominé: “tiempo de exploracion (z-exp)”. Al terminar
la fase de exploracion, el raton fue confinado en la camara central para iniciar la fase de
socializacion. La fase de socializacién incluyé en una de las camaras laterales la
colocacion de una jaula cilindrica que contenia al raton “desconocido”, mientras que en
la otra cdmara lateral se coloco una jaula cilindrica vacia (objeto inanimado). Posterior a
esto, las puertas laterales se retiraron, permitiendo al raton de prueba recorrer libremente
las tres camaras por 10 minutos. Se cuantifico el tiempo que el roedor de prueba paséd

interactuando con el sujeto desconocido y con el objeto inanimado, a este tiempo se le

denomind “tiempo de interaccion (z-inf)”. Para calcular el grado de interaccion (4 Tiempo)

se utiliz6 la siguiente formula: A Tiempo = (t-int) — (t-exp) (Maldonado-Ruiz et al. 2021).

Aclimatacioén
10 minutos

Exploracién
10 minutos

Socializacion
10 minutos

Figura 8. Prueba de sociabilidad en tres cimaras. Fases de la prueba de sociabilidad en tres cdmaras

6.2.2.2. Entierro de canicas
Se utilizaron jaulas para raton idénticas y se llenaron con 5 cm de aserrin limpio
en donde se colocaron canicas estandar (15 mm de didmetro y 5.2 g de peso) dispuestas

en cuatro filas de cuatro canicas cada una, separadas equitativamente unas de otras. Se
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coloco al roedor de prueba en una esquina lo mas alejada posible de las canicas y se cerrd
la jaula con tapas de carton liso. Se le permitié al roedor de prueba interactuar con las
canicas por 30 minutos y se cuantificé el nimero de canicas enterradas con aserrin en dos

tercios de su superficie (Figura 9) (Maldonado-Ruiz et al. 2021).

G

.

Figura 9. Prueba de entierro de canicas. Distribucion de canicas y determinacion de canica enterrada (flecha roja) y
canica no enterrada (flecha amarilla).

6.2.2.3. Campo abierto

El roedor de prueba fue colocado en el interior de una cédmara de acrilico,
permitiéndosele recorrer la arena por 10 minutos y siendo toda la prueba grabada. Al
finalizar cada sesion, se retir6 al roedor y la arena se limpi6 con etanol al 70% antes de
comenzar la prueba del siguiente roedor de prueba. Las grabaciones se analizaron con el

software ToxTrac® [version 2.84] (Figura 10) (Maldonado-Ruiz et al. 2021).

Figura 10. Prueba de campo abierto. Trayectoria recorrida en la prueba de campo abierto por ToxTrac®
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6.2.3. Diseccion y recoleccion de tejido cerebral

Los ratones fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. La cabeza del raton
se expuso a etanol al 70% y se retir6 la piel del craneo para extraer el cerebro completo.
Para la diseccion de las regiones cerebrales (corteza, hipocampo y cuerpo estriado) se
retiraron los bulbos olfatorios y el cerebelo del cerebro. Posteriormente, se realiz6 un corte
coronal aproximado a Bregma 0.02 mm (Figura 11A) para exponer la zona del cuerpo
estriado (Figura 11B) y los ventriculos laterales (Figura 11C). Para exponer la zona del
hipocampo se hizo un corte sagital sobre la fisura longitudinal para retirar el cerebro medio
para luego extraer el hipocampo (Figura 11D) y el plexo coroideo de los ventriculos
laterales y el cuarto ventriculo del cerebelo (Figura 11D-E). Para lograr alcanzar un
porcentaje de recuperacion celular eficiente que nos permita el analisis en el citometro de
flujo (ver abajo), se llevo a cabo la inclusion de 7-8 ratones por muestra unica (pool) para
cada region cerebral aislada que incluyé al plexo coroideo, la corteza cerebral, el
hipocampo y el cuerpo estriado. Todas las extracciones se almacenaron en tubos conicos

con 5 mL de PBS 1X.

Figura 11. Metodologia para diseccion cerebral. A) Cortes realizados durante la diseccion del cerebro para la
exposicion y obtencion de las regiones de interés con el orden en el nimero de cortes (I — 4). Visualizacion
estereoscopica de: B) el cuerpo estriado (flecha verde), C) los ventriculos laterales (flecha negra), la corteza (flecha roja),
D) el hipocampo (flecha amarilla), el plexo coroideo (flecha azul), y E) el cerebelo.
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6.2.4. Aislamiento de poblaciones inmunes infiltrantes y células mononucleares.
Para este experimento se utilizaron las extracciones de las regiones cerebrales de
la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado obtenidos previamente. Las muestras se
centrifugaron a 1200 g por 5 minutos a 4 °C, se decantd el sobrenadante y el precipitado
se resuspendi6 en 3 mL de solucidon para digestion enzimatica (colagenasa NB6 [2
mg/mL] (Nordmark Biochemicals, No. Catalogo: N0002779), dispasa II [2 mg/mL]
(Sigma-Aldrich, No. Catalogo: D4693-1G), CaCl, [2mM], PBS 1X) durante 30 minutos a
37 °C en agitacion. Posteriormente, se agregé un volumen de PBS 1X frio y se centrifugo
a 1200 g por 5 minutos a 4 °C. Para las muestras de plexo coroideo, el precipitado se filtrd
con un filtro de 100 um (Corning, No. Catalogo: 431752) y se centrifugd a 1500 g por 10
minutos a 4 °C, el precipitado se guard6 a 4 °C hasta su utilizacion. Para las muestras de
cada zona cerebral, los precipitados se resuspendieron en 2 mL de percoll (Sigma-Aldrich,
No. Catalogo: P1644-100ML) al 70% y se fabrico el siguiente gradiente de percoll: 4 mL
de percoll al 70%, 6 mL de percoll al 40% y 1 mL de PBS 1X, evitando que se mezclen
las fases durante la adicion del percoll. Los gradientes se centrifugaron a 1200 g por 45
minutos a 4 °C sin freno ni aceleracion. Se recupero el halo que se formd en la interfase
del gradiente (aproximadamente a los 6 mL estara la microglia) (Figura 12), se afor6 a 14
mL con PBS 1Xy se centrifugd a 1500 g por 10 minutos a 4 °C. El precipitado se guardd

a4 °Cy se procedio al marcaje con anticuerpos primarios.
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Figura 12. Gradiente de densidad de Percoll. Se diseccionaron las zonas de corteza, hipocampo y cuerpo estriado de
7— 8 ratones para la creacion de pools tinicos de células. Para la creacion del gradiente primero se afiaden 6 ml de Percoll
70%, luego 6 ml de Percoll 40% y por tiltimo 1 ml de PBS 1X (tubo de la izquierda). Posterior a finalizar los tiempos
de centrifugacion, la microglia estara aproximadamente en la interfase, entere los porcentajes 7040 del gradiente (tubo
de la derecha).
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6.2.5. Determinacion de poblaciones inmunes infiltrantes y fenotipo microglial.

Las muestras obtenidas en el punto anterior se incubaron durante 30 minutos con
los anticuerpos primarios anti-NK1.1-APC (BD Pharmingen, No. Catalogo: 550627) y
Anti-IgG2a k-APC isotype (BD Pharmingen, No. Catalogo: 553932) para la determinacion
de cé¢lulas NK, anti-CD11c-PE (BD Pharmingen, No. Catalogo: 557401) y Anti-IgG1 Al-
PE isotype (BD Pharmingen, No. Catalogo: 553954) para la determinacion de células
dendriticas y anti-CD11b-FITC (Miltenyi Biotec, No. Catalogo: 130-113-796), anti-CD45-
PE:Cy5 (BD Pharmingen, No. Catalogo: 557401) y Anti-IgG2b k-PE-Cy 5 isotype (BD
Pharmingen, No. Catalogo: 553990) para la determinaciéon de células de microglia,
macroéfagos y linfocitos.

Para la diferenciacion del fenotipo microglial M1/M2 se utilizaron anticuerpos
primarios anti-CD86-APC (BD Pharmingen, No. Catalogo: 561870) y Anti-IgG2a x-APC
isotype (BD Pharmingen, No. Catalogo: 550882) para la determinacién del fenotipo M1 y
anti-CD206-FITC (Biolegend, No. Catalogo: 141703) para la determinacion del fenotipo
M2. Se utiliz6 yoduro de propidio (PI) (Invitrogen, No. Catalogo: P3566) para la

determinacion de la viabilidad (Figura 13).

Todos los anticuerpos se usaron a una concentracion de 1:100. Se agregd un
volumen de PBS 1X a la muestra y se centrifug6 a 1200 g por 5 minutos a 4 °C, el pellet

fue resuspendido en 100 uL. de PBS 1X para el posterior andlisis de citometria de flujo.

Se utiliz6 un BD Accuri C6 Plus Flow Cytometer BD Biosciences y los resultados
fueron analizados por el software FlowJo [version 10.8.1], el citometro utiliza tubos
fotomultiplicadores con canales fluorescentes (FL) para determinar la fluorescencia
emitida. Para la deteccion del marcador se utilizaron los canales de FL-1, FL-2, FL-3 y

FL-4.
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Figura 13. Porcentajes de muerte celular. Histogramas de las muestras de A) plexo coroideo y B) regiones cerebrales.
Podemos observar que en las muestras se obtuvo un porcentaje general de viabilidad aproximado al 97% y un porcentaje
general de muerte aproximado al 3%. Rojo = células marcadas con PI, Azul = células sin marcaje.

6.2.6. Analisis estadistico.
Se empled la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk seguido de una prueba de

ROUT (10%) para el analisis y la determinacion de datos atipicos. Para descartar datos
atipicos se tomaron en cuenta los resultados de la prueba de ROUT vy los resultados del
QQ plot. Se utilizé la prueba de comparacion de medias para datos independientes t de

Student. El programa estadistico empleado fue el software Prism — GraphPad [version

9.0.1].
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7. RESULTADOS

7.1. La descendencia de ratones expuestos a dieta cafeteria presentan conducta
similar al TEA

La primera parte de este proyecto consistié en demostrar que el consumo de dieta
cafeteria (CAF) durante el embarazo y la lactancia promueve conductas similares al TEA
en la descendencia. Para evidenciar los efectos negativos de la dieta CAF sobre la
descendencia, utilizamos tres pruebas conductuales: campo abierto, entierro de canicas y
sociabilidad en tres camaras. En particular, la prueba de campo abierto la utilizamos para
determinar el comportamiento locomotor y el comportamiento similar a la ansiedad.
Nuestros resultados indican que no se observan diferencias significativas en su
comportamiento locomotor evidenciado por la distancia recorrida y la tasa de movilidad
de la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF comparado con sujetos control
(Figura 14A-B). Ademas, tampoco se observaron diferencias significativas en los
porcentajes de tiempo que pasa la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF en
las orillas o en el centro de la arena (Figura 14C-D), confirmando que no presenta un

criterio de ansiedad.

En el siguiente experimento se evalud la presencia de conductas repetitivas-
estereotipadas mediante la prueba de entierro de canicas. Las conductas repetitivas-
estereotipadas es uno de los principales rasgos conductuales del TEA. Nuestros resultados
indican que la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF entierran mas canicas
en comparacion con la descendencia de madres alimentadas con dieta CTRL (Figura 14E).
Por lo tanto, la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF presentan

comportamientos repetitivos-estereotipados.
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Figura 14. Desempeiio de la descendencia en campo abierto y entierro de canicas. A) Distancia total recorrida en
metros del grupo CTRL y CAF (CTRL n =23, 22.93 + 1.58 SEM; CAF n =24, 21.40 &+ 1.27 SEM). B) Tasa de
movilidad en porcentaje del grupo CTRL y CAF (CTRL n=22,93.07 & 0.87 SEM; CAF n=24,92.41 & 0.84 SEM).
C) Tiempo en las orillas en porcentaje del grupo CTRL y CAF (CTRL n=22, 81.24 4+ 2.38 SEM; CAF n=24, 76.98
+ 2.22 SEM). D) Tiempo en el centro en porcentaje del grupo CTRL y CAF (CTRL n=22, 18.76 + 2.38 SEM; CAF
n=24,23.02 + 2.22 SEM). E) Porcentaje de canicas enterradas del grupo CTRL y CAF (CTRL n=23,38.18 + 5.35
SEM; CAF n=24,53.91 + 5.24 SEM). Los graficos muestran los datos normalizados de la media + SEM; t de Student
para datos independientes, ns = no significativo, *p < 0.05.
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Finalmente, se realiz6 la prueba de sociabilidad en tres camaras para evaluar la
interaccion del raton con un individuo de su misma especie. Esta prueba se basa en el
hecho de que los ratones, al ser animales sociales, prefieren interaccionar mas tiempo con
un sujeto desconocido de su misma especie comparado con la interaccion con un objeto
inanimado, a este comportamiento se le denomina sociabilidad. El déficit en la
sociabilidad es un rasgo conductual clave del TEA. Nuestros resultados indican que la
descendencia de madres alimentadas con dieta CTRL muestran un incremento en el
tiempo con el sujeto desconocido y una reduccion en el tiempo con el objeto inanimado
(Figura 15A-B). Por otra parte, la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF
muestran una reduccion en el tiempo que pasan con el sujeto desconocido y una reduccion
en el tiempo que pasan con el objeto inanimado (Figura 15A-B). Al analizar el grado de
interaccion de los grupos, nuestros resultados muestran que la descendencia de madres
alimentadas con dieta CAF presentan un grado de interaccion menor con el sujeto
desconocido en comparacion con la descendencia de madres alimentadas con dieta CTRL
(Figura 15C). No se observan diferencias significativas en el grado de interaccion de los
sujetos de prueba con el objeto inanimado en ninguno de los grupos (Figura 15D). Los
resultados sugieren que la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF presenta

déficit en la interaccion social.
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Figura 15. Desempefio de la descendencia en sociabilidad en tres camaras. A) Tiempo en segundos que pasaron
los ratones CTRL y CAF durante la fase de exploracion (f-exp) e interaccion (z-inf) cuando se coloco el sujeto
desconocido (CTRL n=23, t-exp 234.5 £+ 5.08 SEM, t-int 255.3 + 8.96 SEM; CAF n=24; t-exp 220.1 + 9.08 SEM,
t-int 147.5 + 10.42 SEM). B) Tiempo en segundos que pasaron los ratones CTRL y CAF durante la fase de exploracion
(+-exp) e interaccion (¢-inf) cuando se coloco el objeto inanimado (CTRL n =23, t-exp 216.5 £ 7.03 SEM, t-int 178.0
+ 841 SEM; CAF n=24, t-exp 225.0 + 9.28 SEM, t-int 182.0 £+ 16.39 SEM). C) Grado de interaccion de los ratones
CTRL y CAF con el sujeto desconocido (CTRL n=23,20.09 + 9.73 SEM; CAF n=24,-55.04 + 16.44 SEM). D)
Grado de interaccion de los ratones CTRL y CAF con el objeto inanimado (CTRL n=23,-27.30 + 14.56 SEM; CAF
n=24,-2471 + 14.75 SEM). Los graficos muestran los datos normalizados de la media + SEM; t de Student para
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datos independientes, ns = no significativo, *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001.
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7.2. La programacion nutricional por dieta cafeteria no promueve infiltracion de
células inmunitarias al cerebro de la descendencia

Posterior a la determinacion de la conducta similar al TEA en la descendencia de
madres alimentadas con dieta CAF, se identificd la infiltracion de células inmunes al plexo
coroideo de los sujetos de estudio. Utilizamos el analisis de citometria de flujo para la
determinacion de células NK (NK1.1%), células dendriticas (CD11c"), macrofagos
(CD11b" — CD45%) y linfocitos (CD11b~ — CD45"). La estrategia de gating se basé en
seleccionar la poblacion origen (SSA-A:FSC-A), la seleccion de células individuales
(SSA-A:SSA-H) y la verificacion del marcaje celular de interés (Figura 16A). Nuestros
resultados muestran que el plexo coroideo de la descendencia de madres alimentadas con
dieta CAF no presenta cambios significativos en los porcentajes de células NK, células

dendriticas, macrofagos y linfocitos (Figura 16B-E).
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Figura 16. Células inmunes infiltrantes en plexo coroideo. A) Estrategia de gating para la determinacion de células
NK (NK1.1"), células dendriticas (CD11c¢"), macréfagos (CD11b" — CD45") y linfocitos (CD11b~ — CD45%) en
muestras de plexo coroideo. Porcentaje de células positivas para B) células NK (CTRL = 3.30 + 0.99 SEM; CAF =
4.02 £ 0.55 SEM), C) células dendriticas (CTRL = 2.00 + 0.64 SEM; CAF = 0.79 £+ 0.24 SEM), D) macrofagos
(CTRL =232 + 0.87 SEM; CAF =2.07 + 0.73 SEM) y E) linfocitos (CTRL = 1.04 + 0.39 SEM; CAF =0.62 +
0.20 SEM) en los grupos CTRL y CAF. Los graficos muestran los datos normalizados de la media += SEM; CTRL (n
=3), CAF (n=13); t de Student para datos independientes, ns = no significativo.
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De igual manera, determinamos el efecto de la programacion nutricional por dieta
CAF en la infiltracion de células inmunes en regiones cerebrales de importancia para el
TEA, que incluyen a la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado. Utilizamos el
analisis de citometria de flujo para la determinacion de macréfagos (CD11b" — CD45high)
y linfocitos (CD11b~ — CD45%). Siguiendo una estrategia de gating igual a la muestra
anterior (Figura 17A), nuestros resultados muestran que las regiones cerebrales de la
descendencia de madres alimentadas con dieta CAF no presentan cambios significativos

en los porcentajes de macréfagos y linfocitos (Figura 17B-D).
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Figura 17. Células inmunes infiltrantes en regiones cerebrales. A) Estrategia de gating para la determinacion de
macrofagos (CD11b"—CD45"2") y linfocitos (CD11b~—CD45") en regiones cerebrales. Porcentaje de células positivas
para macrofagos y linfocitos en B) corteza (macrofagos: CTRL = 1.96 + 0.44 SEM, CAF = 1.95 + 0.52 SEM;
linfocitos: CTRL = 1.28 £+ 0.39 SEM, CAF = 1.36 £ 0.08 SEM), C) hipocampo (macrofagos: CTRL =2.10 £ 0.38
SEM, CAF=2.04 £ 0.12 SEM,; linfocitos: CTRL =1.50 & 0.28 SEM, CAF =1.50 & 0.16 SEM) y D) cuerpo estriado
(macrofagos: CTRL = 1.69 + 040 SEM, CAF = 1.27 % 0.03 SEM,; linfocitos: CTRL = 1.75 + 0.43 SEM, CAF =
1.71 £+ 0.54 SEM) en los grupos CTRL y CAF. Los graficos muestran los datos normalizados de la media = SEM;
CTRL (n=3), CAF (n=3); t de Student para datos independientes, ns = no significativo.
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Adicional a lo anterior, decidimos comparar los niveles de infiltracion de
macrofagos (CD11b* — CD45") y linfocitos (CD11b~ — CD45") presentes en el plexo
coroideo comparado con el observado en las regiones cerebrales de la corteza cerebral, el
hipocampo y el cuerpo estriado de la descendencia de madres alimentadas con dieta CTRL
y CAF. Nuestros resultados muestran que la descendencia de madres alimentadas con
dieta CAF existen diferencias significativas entre los porcentajes de células positivas a
linfocitos en el plexo coroideo en comparacioén con la corteza y el hipocampo (Figura
18B), sin observar diferencias significativas entre todos los demdas grupos en los
porcentajes de células positivas entre plexo coroideo-regiones anatomicas de estudio en

la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF y CTRL (Figura 18A-C).
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Figura 18. Linfocitos y macréfagos infiltrantes por region anatémica. Comparaciones en los niveles de infiltracion
de linfocitos y macrofagos entre todas las regiones anatomicas de estudio (plexo coroideo, corteza, hipocampo, cuerpo
estriado) en los grupos A) CTRL y B) CAF. C) Datos estadisticos de las comparaciones de los niveles de infiltracion
de linfocitos y macrofagos entre todas las regiones anatomicas de estudio. Los graficos y la tabla muestran los datos
normalizados de la media + SEM; CTRL (n = 3), CAF (n = 3); t de Student para datos independientes, ns = no
significativo, *p <0.05.
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7.3. La programacion nutricional por dieta cafeteria no favorece cambios en la
densidad ni en los fenotipos M1/M2 de la microglia

Posterior a determinar los niveles de infiltracion en plexo coroideo y regiones
cerebrales, procedimos a determinar si la programacion nutricional por dieta CAF
favorecia cambios en la densidad microglial de regiones cerebrales de importancia para el
TEA. Utilizamos el analisis de citometria de flujo para la determinacion de los porcentajes
de microglia total (CD11b" — CD45!°%) en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo
estriado. La estrategia de gating se basd en seleccionar nuestra poblacion origen (SSA-
A:FSC-A) para después seleccionar solamente las células individuales (SSA-A:SSA-H) y
finalmente checar sobre esas células el marcaje para microglia (Figura 19A). Nuestros
resultados indican que la descendencia de madres alimentadas con dieta CAF no presenta
cambios significativos en los porcentajes de microglia (Figura 19B-D) en la corteza

cerebral, el hipocampo ni en el cuerpo estriado de los sujetos.
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Figura 19. Microglia en regiones cerebrales. A) Estrategia de gating para la determinacion de células de microglia
(CD11b"—CD45"%) en regiones cerebrales. Porcentaje de células positivas para microglia en B) corteza (CTRL = 64.93
1 2.43 SEM; CAF =59.93 + 2.57 SEM), C) hipocampo (CTRL = 68.60 + 5.94 SEM; CAF =62.00 + 7.48 SEM) y
D) cuerpo estriado (CTRL =59.50 + 4.80 SEM; CAF =53.90 + 1.95 SEM) en los grupos CTRL y CAF. Los graficos
muestran los datos normalizados de la media + SEM; CTRL (n = 3), CAF (n = 3); t de Student para datos
independientes, ns = no significativo.
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Por ultimo, determinamos el efecto de la programacion nutricional por dieta CAF
en el fenotipo M1 (proinflamatorio) o M2 (antiinflamatorio) de la microglia en regiones
cerebrales de importancia para el TEA. Utilizamos el analisis de citometria de flujo para
la determinacion de los porcentajes de microglia con fenotipo M1 (CD86%) y M2
(CD206") en las regiones de la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado. La
estrategia de gating se baso en seleccionar nuestra poblacion origen (SSA-A:FSC-A) y
seleccionar solamente las células individuales (SSA-A:SSA-H) para el marcaje
correspondiente a microglia, posteriormente se realiz6 un gate inverso para determinar
donde se localizaba la mayor cantidad de microglia, reajustar el gate inicial y finalmente
y checar sobre esas células el marcaje correspondiente a los fenotipos M1/M2 (Figura
20A). Nuestros resultados indican que la descendencia de madres alimentadas con dieta
CAF no presentan cambios significativos en los fenotipos M1/M2 de la microglia en las

regiones de la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado (Figura 20B-D).
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Figura 20. Fenotipo microglial en regiones cerebrales. A) Estrategia de gating para la determinacion del fenotipo
microglial M1 (CD86") o M2 (CD206") en regiones cerebrales. Porcentaje de células positivas para fenotipo M1y M2
en B) corteza (M1: CTRL = 0.70 & 0.04 SEM, CAF = 0.87 £ 0.37 SEM; M2: CTRL =9.87 + 2.20 SEM, CAF =
7.16 = 2.81 SEM), C) hipocampo (M1: CTRL =0.74 & 0.05 SEM, CAF =0.56 £ 0.19 SEM; M2: CTRL =7.80 +
1.69 SEM, CAF =8.65 + 2.56 SEM) y D) cuerpo estriado (M1: CTRL=0.82 + 0.25 SEM, CAF=0.42 + 0.15 SEM;
M2: CTRL =8.29 + 1.95 SEM, CAF =6.29 + 2.99 SEM) en los grupos CTRL y CAF. Los graficos muestran los
datos normalizados de la media = SEM; CTRL (n = 3), CAF (n = 3); t de Student para datos independientes, ns = no
significativo.
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8. DISCUSION

En este trabajo contribuimos a determinar si la programacion fetal por exposicion
a dieta con alto contenido energético favorece la conducta similar al TEA en la
descendencia que correlaciona con una mayor infiltracion de células inmunes en el cerebro

y marcaje positivo de microglia M1, confirmando un perfil proinflamatorio.

Estudios epidemioldgicos en humanos y modelos animales preclinicos han
confirmado que la exposicion prenatal a una dieta alta en grasa o la presencia de obesidad
materna predispone a la descendencia a presentar desordenes del neurodesarrollo que
incluyen a la discapacidad intelectual, defectos en el aprendizaje y la memoria (Abbott et
al. 2019; Lee et al. 2021), y trastornos conductuales, que incluyen al trastorno por déficit
de atencion con hiperactividad (Fernandes et al. 2012; Li et al. 2020), depresion
(Rodriguez 2010; Trujillo-Villarreal et al. 2021) y el TEA (Maldonado-Ruiz et al. 2021;
Qiu et al. 2018). Nuestros resultados confirman que la descendencia de ratones
alimentados con dieta cafeteria exhibe un comportamiento similar al autismo (Maldonado-
Ruiz et al. 2021), evidenciado por la presencia de 2 rasgos conductuales del autismo:
comportamientos repetitivos-estereotipados (Figura 14E) y déficits en la interaccion
social (Figura 15C) (Cai et al. 2019), sin presentar alteraciones en el comportamiento
locomotor (Figura 14A-B). Nuestros resultados muestran que la descendencia de ratones
alimentados con dieta cafeteria no presentan un comportamiento similar a la ansiedad
(Figura 14C-D), sin embargo, existen reportes en donde confirman disminucion
(Balsevich et al. 2016; Sasaki et al. 2014; Winther et al. 2018), o aumento (Maldonado-
Ruiz et al. 2021; Wong et al. 2019; Xu et al. 2021) de la conducta similar a la ansiedad en
modelos animales con un fenotipo de TEA.

Aunque aln se encuentra en investigacion, se ha demostrado que el efecto de la
exposicion prenatal a eventos adversos como la obesidad materna, o bien, la exposicion a
dieta con alto contenido energético favorece alteraciones conductuales dependientes del
tiempo. Por ejemplo, ratones jovenes (3 meses de edad) podrian no exhibir alteraciones
conductuales, mientras que a largo plazo (12 meses de edad) pueden manifestarse
(Winther et al. 2018). Se piensa que este efecto es fruto de la combinacion de factores

como el entorno prenatal, la exposicion ambiental, las experiencias individuales
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posteriores al nacimiento e incluso el envejecimiento (Winther et al. 2018). Nuestros
resultados y otros estudios con modelos murinos de TEA han demostrado un aumento en
el nimero de canicas enterradas (Figura 14E) (Maldonado-Ruiz et al. 2021; Santana-
Santana et al. 2021; Wong et al. 2019), mientras que algunos otros autores documentan
decremento en el entierro de canicas (Moy et al. 2014; Xu et al. 2021). En estos estudios
se observa que el porcentaje total de canicas varia en muchos de ellos, no siendo
consistente un porcentaje promedio de canicas enterradas, posiblemente por la
variabilidad de parametros que se pueden modificar en la prueba (niimero de canicas,
tiempos de prueba, consideraciones de canica enterrada). En previos estudios de nuestro
laboratorio, documentamos que la descendencia de ratones alimentados con dieta cafeteria
que exhibe comportamientos repetitivos-estereotipados enterraron 20% mas canicas que
la descendencia CTRL, (Chen et al. 2020; Maldonado-Ruiz et al. 2021; Xiao et al. 2021),
lo cual concuerda con estudios anteriormente citados (Angoa-Pérez et al. 2013). Estos
datos sugieren que a pesar de las modificaciones que pueden existir en el disefio de cada
prueba conductual de entierro de las canicas, los resultados coinciden en la alteracion de
la conducta repetitiva a enterrar o no enterrar las canicas en comparacion con el grupo
control. Por su parte, la prueba de sociabilidad en tres cdmaras es considerada una prueba
“gold standard” para la determinacion de la sociabilidad (interaccion social) en modelos
con un fenotipo de TEA (Barbera et al. 2020). Nuestros resultados corroboran la
disminucién de la interaccion social (Figura 15B), reportado por otros investigadores
(Chen et al. 2020; Maldonado-Ruiz et al. 2021; Xiao et al. 2021), siendo este pardmetro
uno de los més reproducibles e importantes en modelos con un fenotipo de TEA. En su
conjunto, nuestro esquema de analisis conductual nos permiti6 identificar dos criterios de
conducta incluyente en el TEA que se favorece por la exposicion de dietas con alto
contenido calorico en los ratones, comportamientos repetitivos-estereotipados y déficit en

la interaccion social.

El TEA es un trastorno del neurodesarrollo que integra interacciones genéticas,
ambientales y del sistema inmune en etapas tempranas de la vida (Asociacion Americana
de Psiquiatria 2014). En especifico, la contribucion de la neuroinflamacion cerebral y/o la

infiltracion de poblaciones inmunes celulares al cerebro en el desarrollo y/o
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susceptibilidad del TEA atn no esta del todo esclarecida. Se conoce que la infiltracion de
células inmunes est4 presente en individuos con enfermedades como el Alzheimer (Togo
et al. 2002) y en TEA (DiStasio et al. 2019), en donde podrian potencialmente contribuir
a la disrupcion de la barrera hematoencefalica, promoviendo neuroinflamacion e
inclusive, interactuar y activar a la microglia residente en el cerebro (Chen et al. 2022;
Qiu et al. 2021). En modelos animales se ha observado que la infiltracion de células
inmunes como los monocitos pueden promover conductas similares al autismo, ademas
de neuroinflamacion cerebral (Chen et al. 2020, 2022). Esta propuesta se confirma en la
descendencia de modelos animales que fueron expuestos a la MIA, simulando un estimulo
inmune en la madre durante periodos criticos del desarrollo y promoviendo la infiltracién
inmune celular en regiones cerebrales y la manifestacion de conductas aberrantes en la
descendencia (Cui et al. 2020).

Nuestros resultados muestran que la descendencia de ratones alimentados con
dieta cafeteria presenta una mayor infiltracion de células de linfocitos en la corteza
cerebral y el hipocampo en comparacién con el plexo coroideo (Figura 18B). Con
anterioridad se ha demostrado que la infiltracion de linfocitos puede estar presente en
zonas como el plexo coroideo y las venas de las meninges (Louveau et al. 2017), ademas
de en cerebros de individuos con autistas (DiStasio et al. 2019). En condiciones
patologicas, los linfocitos junto con leucocitos infiltrantes se les ha atribuido la capacidad
de producir mayores cantidades de ROS, IFN-y y TNF-a, moléculas con la capacidad de
promover procesos de fagocitosis sobre la mielina, dafio oligodendroglial y lesion
neuronal axonal (Ortiz et al. 2014). La evidencia sefiala que el consumo de dietas altas en
grasas y comorbilidades como la obesidad favorecen la infiltracion de las células inmunes
hacia el cerebro (Buckman et al. 2014; Lainez et al. 2018), sin embargo, la evidencia de
infiltracion inmune celular durante eventos de programacion fetal es mas escasa. Se ha
reportado que en modelos de diabetes materna, la descendencia de estas madres presentan
mayor infiltracion de macrofagos acompanado de una disminucion en el nimero de
células neuronales (Liang et al. 2019). La evidencia también apunta a que la infiltracion
tener su origen en etapas gestacionales, exclusivamente presentando inflamacion
subcrdnica a nivel de placenta-feto. De hecho, se conoce que la exposicion materna a IL-

1B (citocina incrementada en modelos de programacion fetal por exposicion a dietas
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caldricas) puede afectar el flujo sanguineo placenta-feto, aumentando la infiltracién de
células T-CD4" y T-CD8" favoreciendo la activacion del sistema inmunitario y fenotipos
neuroconductuales adversos en la descendencia (Novak et al. 2019).

Una segunda explicacion de los bajos niveles de la infiltracion de poblaciones
inmunes al cerebro de la descendencia expuesta a dieta CAF, pudiera estar relacionada
con la “hipotesis del segundo estimulo™ (second hit). Esta hipdtesis propone que la
susceptibilidad genética de cada individuo (primer estimulo) puede prepararlos para ser
mas susceptibles a estimulos ambientales desfavorables (segundo estimulo) como la
sobrenutricion y la inflamacion materna, y de esta manera consolidad fenotipos adversos
tales como el TEA o la esquizofrenia. (Cattane et al. 2020; Guerrin et al. 2021;
Rauschenberger et al. 2021). En este sentido, se comprob6 que la programacion fetal por
exposicion a madres expuestas a particulas de escape de diésel y la exposicion posterior a
dieta alta en grasa (modelo second hit), incrementa el marcaje de células inmunes
infiltrantes (macrdéfagos) al combinar las zonas del hipotdlamo e hipocampo (Bolton et al.
2014). Esta evidencia podria explicar por qué la ausencia de un segundo estimulo posterior
al nacimiento presente en nuestro modelo, no exhibe cambios significativos del porcentaje

de infiltracion de células inmunes en las regiones cerebrales.

Una segunda aportacion de este estudio demuestra que ratones expuestos a dieta
cafeteria no exhibe cambios en la densidad microglial (Figura 19B-D) ni cambios en los
fenotipos M1/M2 de la microglia (Figura 20B-D). El TEA se han asociado con cambios
en la morfologia microglial, promocién de un perfil proinflamatorio (M1) y cambios en
la densidad microglial asociados a las alteraciones del desarrollo cerebral (Bordeleau et
al. 2021; Siniscalco et al. 2018). Si bien existe evidencia de que los acidos grasos saturados
pueden activar vias proinflamatorias en la microglia de la descendencia (Lancaster et al.
2018) e incluso monocitos infiltrantes adaptar caracteristicas de una microglia patologica
(Chen et al. 2022), la inflamacién cronica de bajo grado y la ausencia de un segundo
estimulo en un cerebro predispuesto podria explicar la ausencia de cambios tan sutiles en
este tipo de modelos.

En diversos modelos se ha demostrado el efecto de la programacion nutricional

por dieta cafeteria y western en el desarrollo de un perfil proinflamatorio periférico y
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cerebral similar a como sucede en modelos expuestos a la MIA (Bordeleau et al. 2020; de
Paula et al. 2021; Hameete et al. 2021; Maldonado-Ruiz et al. 2021). Los estudios
concuerdan con el hecho de que los modelos de MIA son ineficientes para activar de
manera importante a la microglia y causar efectos sindpticos lo suficientemente notables
como aquellos que acontecen en los humanos que son diagnosticados con el TEA. Aunque
aln en investigacion, se piensa que la MIA altera de forma considerable al sistema
inmunologico de la descendencia y predispone al cerebro e individuo a ser mas sensible a
estimulos posteriores al nacimiento (Chen et al. 2020). En este contexto, los
investigadores sugieren que se requiere de un segundo estimulo o “second hif” para
consolidar el fenotipo aberrante en la descendencia en etapas tempranas de la vida.
Evidencia reciente confirma que eventos inflamatorios crénicos de bajo grado como los
que suceden durante el consumo de dietas western no promueven de manera relevante la
infiltracion de células inmunes en la descendencia (Christ et al. 2019), siendo necesario
un estimulo secundario o un estimulo inmunol6gico mucho mas pronunciado durante la

etapa gestacional.

Por ultimo, es valioso mencionar que los efectos asociados a dietas western e
incluso dietas altas en grasa puede alterar una gran diversidad de factores sobre la
descendencia, desde alteraciones en el microbioma (Buffington et al. 2016), genes,
proteinas, perfiles de metilacion (Gawlinska et al. 2021) y disfuncion neuronal (Bordeleau
et al. 2020), hasta cambios epigenéticos en el entorno feto-placentario de la madre
(Gastiazoro et al. 2022). Esto nos induce a pensar que en la realidad el humano esta
expuesto a multiples estimulos posteriores al nacimiento, por lo que nuestro proyecto y la
evidencia documentada enfatiza que la interaccion de gen-ambiente podria modular

negativa o positivamente descenlaces conductuales durante el envejecimiento fisiologico.
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9. CONCLUSIONES

La programacion nutricional por dieta cafeteria favorece el desarrollo de conductas
estereotipicas y defectos en la sociabilidad en la descendencia de madres alimentadas con
dieta cafeteria. De acuerdo a nuestro estudio, no se presenta infiltracion de células
inmunes ni activacion de la microglia en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo
estriado de la descendencia, las cuales representan regiones cerebrales relacionadas con el

desarrollo del TEA.
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10. PERSPECTIVAS

La utilizacién de un modelo de double-hit podria evidenciar de mejor manera los
efectos perjudiciales de la activacion inmune materna y la programacion nutricional
materna tras la adquisicion de un segundo estimulo nocivo sobre la descendencia

predispuesta, simulando de mejor manera lo que sucede en trastornos como el TEA.

La utilizacion de técnicas como la microscopia de fluorescencia o la
inmunohistoquimica podrian ayudarnos a ver, de manera mas concreta, cambios en los
fenotipos e infiltracion cuando no son tan evidentes en cuestion de niimero de células,

ademads de observarlos directamente localizados en regiones de interés.
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