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RESUMEN

El trastorno del espectro autista (TEA) es una enfermedad caracterizada por reduccion en la
interaccion social y comportamientos estereotipados relacionados a cambios volumétricos
macroscopicos en el l6bulo X del cerebelo (CbX) y la corteza somatosensorial (SPP).
Modelos epidemioldgicos y preclinicos han confirmado que un perfil proinflamatorio durante
el desarrollo fetal aumenta la susceptibilidad a TEA. En este estudio buscamos identificar el
efecto de la gestacional a una dieta alta en grasa y azucar (CAF) sobre el perfile
proinflamatorio periférico y central, reactividad de la microglia y cambios volumétricos del
cerebro relacionados con la baja sociabilidad en la descendencia de ratones. Encontramos un
efecto sexo-dependiente de la exposicion a dieta CAF o Poli (I: C) en el perfil proinflamatorio
periférico y sociabilidad en la descendencia, lo que se traduce en una reduccion de la
interaccion social y aumentando la ansiedad en machos, pero no en hembras. Ademas, la
exposicion a dieta CAF o Poli (I: C) promueve un estado proinflamatorio en la periferia en
machos diagnosticados con TEA, pero no en hembras. A demas, identificamos una
acumulacion robusta de la proteina quimio atrayente de macrofagos 1 (MCP-1) en el plasma
de machos con diagndstico de TEA expuestos a CAF durante el desarrollo. A demas, la
inyeccion sistémica de anticuerpo neutralizante de MCP-1 restableci la interaccion social y
ansiedad, acompafiada de una reduccion en el volumen del 16bulo CbX y un aumento del
volumen de SSP en la descendencia masculina. Estos datos demuestran la importancia de la
activacion de la via de MCP-1 por dieta sobre cambios volumétricos del cerebro y morfologia

de la microglia que promueven un comportamiento similar al TEA en ratones machos.

Dr. Albertg Camacho Morales MC Roger Alexis Maldonado Ruiz
(Director de Tesis) (Estudiante)
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ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a disease characterized by reduced social
interaction and stereotypic behaviors and related to macroscopic volumetric changes in
cerebellar and somatosensory cortices (SPP). Epidemiological and preclinical models have
confirmed that a proinflammatory profile during fetal development increases ASD
susceptibility after birth. Here, we aimed to globally identify the effect of maternal exposure
to high-energy dense diets, which we refer to as cafeteria diet (CAF) on peripheral and central
proinflammatory profiles, microglia reactivity, and volumetric brain changes related to
assisting defective social interaction in the mice offspring. We found a sex-dependent effect
of maternal exposure to CAF diet or inoculation of the dSARN mimetic Poly (I:C) on
peripheral proinflammatory and social interaction in the offspring. Notably, maternal
exposure to CAF diet impairs impaired social interaction and favors favored an increase in
anxiety in male but not female offspring. Also, CAF diet exposure or Poly (I:C) inoculation
during fetal programming promote peripheral proinflammatory profile in the ASD-diagnosed
male but not in females. Selectively, we found a robust accumulation of the monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) in plasma of ASD-diagnosed males exposed to CAF
during fetal development. Biological assessment of MCP-1 signaling in brain confirms
confirmed that systemic injection of MCP-1-neutralizing antibody reestablished social
interaction and blocked anxiety, accompanied by a reduction in cerebellar lobule X (CbX)
volume and an increase volume of the primary somatosensory (SSP) cortex in male offspring.
These data highlight the contribution of diet-dependent MCP-1 signaling on volumetric brain

changes and microglia morphology promoting ASD-like behavior in male mice
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l. INTRODUCCION

El trastorno del espectro autista (TEA) engloba un grupo de discapacidades del
desarrollo que pueden provocar problemas sociales, comunicacionales y conductuales (CDC
2017). Se estima que el TEA tiene una prevalencia de 1 por cada 44 nifios estadounidenses
[1], mientras que en México se propone existen 12 por cada 115 individuos [2]. A nivel
cerebral, los nifios con este padecimiento exhiben cambios de volumen selectivos de cada
regién cerebral. Por ejemplo, pacientes con TEA presentan mayor numero de neuronas (67%)
en la corteza prefrontal (CPF) [3], mientras que en la corteza somatosensorial hay reduccion
en el nimero de neuronas maduras [4]. El cerebelo, por su parte, presenta disminucién del
namero (25%) y densidad total de células de Purkinje (24%) [5-7], mientras que en otros
estudios se ha visto incremento de volumen total del cerebelo [8] .

Sujetos con TEA también presentan altas concentraciones de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6), interferon (INF-y) y del factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) en el cerebro y suero [9, 10]. En los
ultimos afos, los investigadores han tratado de determinar las posibles causas que promueven
la acumulacion de citocinas inflamatorias en los sujetos con TEA. Una de las propuestas
explica que infecciones intrauterinas durante el embarazo incrementan la concentracion de
citocinas proinflamatorias en el cerebro de la madre y el feto, y disminuyen las citocinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-10 y TGF-B) en el liquido amnidtico de sujetos que manifiestan
el desarrollo del TEA [11]. Estos datos se corroboran con estudios epidemioldgicos que
confirman que las infecciones virales como el herpes simple tipo 2 (VHS-2) incrementa en
un 2.07% el riesgo de TEA [12]. Adicionalmente, estudios preclinicos demuestran que la
activacion sintética de la respuesta inmune por la administraron analogos de RNA viral (Poly

I:C) a modelos murinos de ratas embarazadas, incrementd la produccion de citocinas
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proinflamatorias en suero y cerebro, y ademas favorecio el comportamiento parecido al
autismo en su descendencia [4, 13-15]. Notablemente y de interés para el presente proyecto,
un indice de masa corporal (IMC) mayor a 25, en mujeres embarazadas, se ha identificado
incrementa en un 1.3% el riesgo de TEA [16, 17] En este contexto, estudios preclinicos de
nuestro grupo de investigacion aun no publicados confirman que la exposicion a una dieta
hipercaldrica a ratas durante el embarazo y la lactancia, induce incremento de citosinas
proinflamatorias en plasma en la descendencia. Ademas, recientemente reportamos que la
descendencia de madres expuestas a dieta hipercaldrica presentan activacion de la microglia
en el hipocampo, un clasico marcador de inflamacién cerebral [18].

En su conjunto, las infecciones virales, la inflamacion sistémica y central inducida
por la exposicion a dieta con alto contenido energético, comparten la activacion de los
receptores (TLR4) y de sus proteinas efectoras (TBK1, IFIT1) [19]. Por esta razon,
proponemos que los estimulos inflamatorios durante el embarazo son capaces de inducir
cambios negativos en el volumen de estructuras cerebrales implicadas en la conducta
parecida al autismo en la descendencia y favorecer la predisposicidn a presentarla en etapas

tempranas de la vida postnatal.
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1. ANTECEDENTES

1. Trastorno del espectro autista (TEA)

El trastorno del espectro autista (TEA) es un padecimiento incurable que altera el
desarrollo del sistema nervioso central (SNC) en el que se ve afectada la capacidad del
individuo de procesar estimulos externos que conllevan a una deficiente respuesta a su
entorno. Esto se ve reflejado en una pobre capacidad para socializar, presentar déficit en
comunicacion verbal y no verbal, asi como patrones de comportamiento repetitivos [20]. Las
regiones del cerebro involucradas en este trastorno abarcan a la corteza prefrontal, amigdala,
hipocampo y cerebelo [21-23].

De acuerdo con un estudio realizado por el Centro para el Control de Enfermedades
(CDC), entre el afio 2000-2012, se reportd un incremento en la prevalencia de TEA de casi
el 50%, con reportes de 1 en 150 casos en el afio 2000, hasta la alarmante cifra de 1 en 68
casos para el 2012 en Estados Unidos de América; siendo los varones la poblacion mas
vulnerable con una prevalencia del 2.36% , mientras que la susceptibilidad del grupo
femenino es casi 4 veces menor, con una prevalencia de 0.53% [24] (Tabla 1). En México,
no se conocen con precision los porcentajes actuales y sélo se cuenta documentada en una
investigacion publicada en afio 2016 mencionando que la prevalencia asciende a 12 casos
por cada 115 nacimientos, es decir, 400,000 nifios mexicanos entre 0 y 8 afios presentan este
padecimiento [2]. De acuerdo con esta estadistica, la incidencia de TEA en México es 10

veces mayor que en los reportes de los Estados Unidos de América.
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2. Alteraciones estructurales del cerebro en TEA

A diferencia de lo que sucede en otras afecciones de naturaleza neurodegenerativa del

SNC, como la enfermedad de Alzheimer, Huntington, Parkinson, etc., el TEA no posee una

neuropatologia caracteristica que pueda emplearse como diagnostico preciso de la

enfermedad, es decir, su diagnéstico se basa exclusivamente en el comportamiento de los

individuos y en los sintomas neurolégicos [25]. Sin embargo, estudios adicionales han

enriquecido las estrategias de diagnostico incluyendo marcadores fisioldgicos de alteraciones

estructurales y bioquimicas presentes en diversas regiones cerebrales[26], las cuales seran

revisadas a continuacion.

Afio de Aiio de Prevalencia por cada 1,000 1 en X nifos
registro nacimiento nifios

2002
2004
2006
2008
2010
2012

1992
1994
1996
1998
2000
2002
2004

6.7 (4.6-9.9)
6.6 (3.3.-10.6)
8 (4.6-9.8)

9 (4.2-12.2)
11.3 (4.8-21.2)
14.7 (5.7-21.9)
14.6 (8.2-24.6)

1 en 150
1 en 150
1 en 125
1 en 110
1 en 88
1en 68
1en68

Tabla 1. Prevalencia del trastorno del espectro autista del 2000 al 2012 en Estados

Unidos de América (CDC, 2017).
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2.1 Corteza prefrontal

La corteza prefrontal (CPF), comprende diversas areas de Brodmann, anterior a la
corteza motora primaria y a la corteza premotora (Figura 1). La CPF esta involucrada en el
lenguaje, procesamiento emocional y socializacidn; asi como en procesos cognitivos de alto
nivel, agrupados bajo el termino de “funciones ejecutivas”. Las funciones ejecutivas incluyen
el monitoreo de la memoria de trabajo, mantenimiento de la atencion y la coordinacién de
conductas dirigidas hacia un objetivo [27]. La CPF se ve afectada en varias patologias
relacionadas al SNC, como la esquizofrenia y el autismo. Una de las caracteristicas mas
destacables en un cerebro con TEA es el tamafio; por ejemplo, nifios con este padecimiento
exhiben cerebros con tamafios superiores a la media, dado por un crecimiento anormal de la
materia blanca y gris [28, 29]. La CPF se ve afectada de manera similar, en infantes con TEA
de una edad entre los 2 y 9 afios se observa un incremento en el volumen de la CPF
dorsolateral que llega a ser del 10%, mientras que los controles sanos presentan un
crecimiento del 38% [30]. Por su parte, la materia blanca ubicada en los tractos de la CPF,
presenta incremento de volumen del 38% en nifios autistas con edades entre los 5y 11 afios
en comparacion a sus pares sanos [31]. El incremento en el volumen observado puede deberse
a que los pacientes con TEA presenta un nimero mayor de neuronas en la CPF que los grupos
sanos, por ejemplo, nifios con TEA presentan incremento del 67% de neuronas en esta region

del cerebro y el 79% mas de neuronas en la CPF dorsolateral [3].
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Figura 1. Diagrama de las areas de Brodmann en el cerebro humano. En este diagrama
se puede observar la corteza prefrontal, la “region frontal” abarca las areas de Brodmann
8,9, 10, 11,13, 44, 45 y 46, el area 47 es referida como “subfrontal”; mientras que las
areas 4 y 6 forman la region “precentral”, finalmente la region cingulada comprende las
areas 24, 25, 32 y 33. Modificada de Teffer y Semendeferi, 2012.

Adicionalmente, estudios preclinicos empleando modelos murinos de TEA por
exposicion perinatal a acido valproico (AV), compuesto que inhibe a las desacetilasas, ha
demostrado la disminucion del grosor de la region Cgl de la CPF, mientras que la region
prelimbica Cg3 muestra incremento en su grosor [32]. Por su parte, en la corteza prefrontal
media (mPFC) se observo un espacio interneuronal mas amplio que el de los controles, junto

con un incremento de la proteina cida fibrilar glial (PAFG) y sinaptofisina (SYN) [33].

2.2 Amigdala
El término “amigdala” fue utilizado para referirse a un grupo de nucleos situados en
el lobulo temporal anterior del ser humano, cuya forma asemejaba a una almendra.
Actualmente, se sabe que la amigdala comprende cerca de 13 nlcleos con citoarquitectura,
histoquimica y patrones de conectividad especificos [34]. Cada nucleo se divide en 3 grupos:
1) Grupo basolateral, incluye los nucleos, lateral (L), basal (B) y accesorio basal (AB); 2)
Grupo cortical, comprende al nucleo lateral del tracto olfatorio (NLOT), nucleo del lecho

del tracto olfatorio accesorio (BAOT), nucleo cortical anterior y posterior (CoA y CoP) y
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corteza preamigdaloide (PAC) y 3) Grupo centro-medial, esta formado por el nicleo medio
(M) y central (CeA), nucleo del lecho de la estria terminal (BNST).

Cada uno de los nucleos de la amigdala recibe sefiales aferentes especificas de
distintas regiones del cerebro, que incluyen a las sefiales sensoriales del nucleo talamico y la
corteza, asi como hipocampo, corteza prefrontal, estructuras parahipocampales e hipotalamo.
En la Figura 2 se pueden apreciar de forma simplificada las distintas conexiones aferentes y
eferentes de la amigdala que se integran con otras regiones del cerebro [35].
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Figura 2. Conexiones aferentes y eferentes de la amigdala. La amigdala es
inervada en su nucleo basal (B) por la corteza cerebral, estriado, corteza prefrontal y
I6bulo temporal. El lateral (L) interactta con la corteza prefrontal, hipotalamo, talamo
y l6bulo medio temporal. Por su parte, el nicleo medio recibe sefiales de la corteza
prefrontal, hipotalamo, sistema olfatorio y el lecho del ndcleo del estriado terminal.
Finalmente, el ndcleo central (CN) es inervado por el talamo, corteza prefrontal,
hipotdlamo y la corteza.

La amigdala est& implicada en la toma de decisiones y la percepcidn social, expresion
emocional y miedo [36, 37]. Debido al papel de la amigdala en la percepcion, codificaciony

recuperacion de informacion emocional se le ha implicado en el TEA [38]. Las alteraciones
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relacionadas a la amigdala en pacientes que sufren de TEA son, empaquetamiento celular en
los nucleos central, medio y cortical de un 40%, 28% y 35%, respectivamente, ademas de un
tamafio celular disminuido [39]. En afios recientes, se ha identificado una disminucion en el
volumen de la amigdala derecha, acompariado de ansiedad [40], debido a una disminucion
en el nimero de neuronas en nucleos como el L [5]. Similarmente, se ha reportado que existe
una correlacién positiva entre el incremento del volumen de la amigdala con un mejor
desempefio conductual en ensayos de contacto visual [41]. Estudios preclinicos empleando
exposicion perinatal a AV se ha observado una disminucion en el volumen del nudcleo
basolateral a los 35 y 70 dias posnatales [32]. Ademas, el AV disminuye el volumen total de
los nacleos central, medio y cortical, a la par que reduce la interaccion social y genera
ansiedad en la edad adulta, fenébmenos que correlacionan con una alta produccién de los
micro ARN mir-181c y mir-30d [42]. Estos eventos moleculares se correlacionan con el
efecto del AV en la inhibicion de las histonas deacetilasa favoreciendo alteraciones
epigenéticas en el cerebro durante el desarrollo [43]. Este hallazgo fortalece la idea de que al
menos algunos cambios observados en el SNC de sujetos con TEA, pudieran bien ser
asociados a alteraciones en mecanismos que regulan la transcripcion de genes [44, 45]. Por
otro lado, se ha determinado en modelos genéticos de TEA la acumulacién de células de la
microglia en el ndcleo basolateral de la amigdala [46]. De interés, se ha reportado la
correlacién positiva entre el incremento de células dendriticas en sangre con el crecimiento
anormal de la amigdala izquierda y derecha en nifios de 2 a 4 afios [47]. Estos datos sugieren
que mecanismos inflamatorios y estimulos perinatales pueden modular el desarrollo
volumétrico y estructural de la amigdala e incrementar la susceptibilidad al desarrollo de
TEA. La relaciéon entre inflamacion cerebral y el desarrollo de conductas aberrantes

semejantes a las del TEA se abordard mas adelante.
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2.3 Cerebelo

El cerebelo esta compuesto por una gran variedad de poblaciones neuronales que
integra acciones de inhibicién y activacién sinaptica [48, 49]. Las neuronas excitatorias
utilizan glutamato e incluyen a las células granulosas, neuronas unipolares y células
eurodendroides. Las neuronas inhibidoras utilizan el acido y-aminobutirico (GABA) y/o
glicina y agrupan a las células de Purkinje y las interneuronas, que comprenden a las células
estrelladas, células en canasta, células de Golgi; estas Ultimas inervan a las células de
Purkinje [48, 50]. Las neuronas cerebelares reciben sefiales excitatorias de nucleos
precerebelares a traves de dos fibras principales, la fibra trepadora y la fibra musgosa [51].
La red neuronal que existe entre las subpoblaciones celulares del cerebelo se esquematiza en
la Figura 3.

Las neuronas y las fibras neuronales del cerebelo se organizan en una estructura de
tres capas, la parte mas superficial de la estructura es la capa molecular (ML), seguida por la
capa Purkinje o capa ganglionar (PCL), finalmente a la capa mas profunda se le llama capa

granular (GCL) (Figura 4).
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Figura 3. Circuitos neuronales del cerebelo. 1) Fibra trepadora, sus neuronas
se originan del nucleo oliva inferior (10) e inervan a las dendritas de las células
de Purkinje. 2) Fibra musgosa, sus neuronas se originan de los nucleos
precerebelares (excepto el 10) como el nlcleo vestibular, cuyas células granulares
inervan los axones de las células de Golgi para formar el glomérulo cerebelar. La
informacion recibida por la fibra musgosa viaja por los axones (fibras paralelas)
de las células granulares hasta las dendritas de las células de Purkinje. La
actividad neural de la fibra trepadora inhibe la transmision sinaptica de las fibras
paralelas cuando las células de Purkinje reciben estimulo simultaneos, por un
mecanismo llamado depresion a largo plazo (LTD). Modificado de Hibi y
Shimizu, 2011.

12|Pagina



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Figura 4. Corte sagital del cerebelo de raton. En el corte
se aprecian las capas que conforman al cerebelo, capa
molecular (Mol), capa granular (Gr) y materia blanca
(WM), nacleo cerebelar (CBN). Lobulos cerebelares

LI LV, V, VL VI VI X & X

El cerebelo regula las funciones motoras que implican un movimiento delicado y
preciso, y esta involucrado en funciones cognitivas elevadas, asi como en funciones
emocionales [52, 53]. Al igual que con otras regiones del SNC, alteraciones en el cerebelo
han sido implicadas en autismo, mostrando alteraciones en el volumen de las estructuras [7].
Sin embargo, los resultados obtenidos son variables, en donde en algunos estudios se ha
documentado reduccion en lébulos del cerebelo [54], mientras que en otros se observa un
incremento en el volumen total del cerebelo en pacientes con TEA [55], o incluso, algunos
otros reportes no identifican alteraciones en el volumen [6, 56, 57]. De interés, lo que si es
persistente es la disminucidn del nimero y densidad total de células de Purkinje en el cerebelo

de un 25% y 24%, respectivamente, en los sujetos con TEA [5-7].
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2.4 Hipocampo
En humanos, el hipocampo es una estructura elongada localizada dentro del 16bulo
temporal medio. En roedores, es una estructura grande en forma de nuez, ubicada bajo el
neocortex. Una de las caracteristicas mas destacables del hipocampo es su conectividad

anatomica, llamada circuito trisinaptico (Figura 5) [58].

/

( Birect and B Figura 5. |Inervaciones sinapticas del
fa subiculum ‘ - hipocampo. Las lineas negras describen el
j— - circuito, mientras que las lineas rojas
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G
appns : o subiculo; asi como el circuito de
retroalimentacién entre CA3 y el giro dentado
Current Biology (DG). Tomado de Knierim, 2015.
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El hipocampo es el centro anatémico encargado de la memoria declarativa (explicita),
que involucra eventos y hechos, para lugares, personas y objetos [59]. La memoria
declarativa se puede subdividir en 2 categorias: 1) Memoria episodica, que se refiere a la
recoleccion de informacion de un evento especifico en el pasado del individuo, relacionado
a un tiempo y lugar especifico; y 2) Memoria semantica, involucra al conocimiento general
acerca del mundo que rodea al sujeto [58, 59].

Defectos en la funcién del hipocampo se han relacionado con enfermedades
neurodegenerativas que incluyen a la enfermedad de Alzheimer y TEA [58, 60]. Las
alteraciones estructurales observadas en el hipocampo de pacientes con TEA incluyen el
incremento en el empaquetamiento de la densidad celular [39]. Ademas, se presenta un
cuerpo celular pequerio en las neuronas de la region CA4, y numero reducido de dendritas en

las neuronas piramidales de las regiones CAl a la CA4 [61]. En afios mas recientes se ha
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encontrado que pacientes con autismo presentan una reduccion en la masa del 16bulo derecho
del hipocampo [41]. Ademas, estudios preclinicos empleando un modelo murino de TEA
inducido por exposicion perinatal a AV se observo incremento del empaguetamiento de la
densidad celular en las regiones CAl, CA2, CA3, el giro dentado y el subiculo en el
hipocampo en ratones con conducta semejante al autismo [62]. Empleando el mismo modelo
se observo que animales tratados con AV, presentaban un peso menor a los 14 y 23 dias
posnatales, asi como un retraso en la apertura de los ojos, observado el dia posnatal 16,
comparado con el posnatal 14 identificado en el grupo. Los sujetos también mostraron
deficiencias en pruebas de nado y de geotaxia, comportamiento de exploracion disminuido y
carencia en socializar. Ademas, se observo arreglo espacial desorganizado de las regiones
hipocampales CA3, la capa piramidal y granular del giro dentado e incremento de la proteina
acida fibrilar glial (GFAP), un marcador de astrocitos, en CA3 y de la proteina de adhesion
de células neuronales (NCAM), proteina encargada de las uniones neurona-neurona, Yy un
déficit de sinaptofisina (SYN), proteina encargada del transporte de vesiculas hacia la
membrana plasmatica [33]. El déficit de SYN podria indicar un fallo sinaptico en las células

del hipocampo, debido a que esta proteina es importante en la secrecion de vesiculas [63].

3. Etiologia del autismo
Adicional a los cambios estructurales en el cerebro de los sujetos con autismo, no se
conoce con precision las principales causas que promueven su desarrollo. Se han propuesto
numerosos candidatos que pudieran explicar dichas alteraciones, entre los que se incluyen
aspectos genéticos, ambientales e inmunol6gicos. Selectivamente se han documentado
inserciones y duplicaciones en el genoma, exposicion a agentes tdxicos (timerosal y

talidomida), xenobidticos, alteracion en neurotransmisores, enfermedades autoinmunes,
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infecciones bacterianas en estadios tempranos de gestacion, asi como estados
proinflamatorios [10]. A continuacion, se describira la contribucion de estos factores en el

desarrollo del TEA.

3.1 Factores genéticos

Evidencia epidemioldgica demuestra que un gran porcentaje de sujetos con TEA
puede estar relacionado con alteraciones de la expresion génica de genes selectivos
implicados en la funcion cerebral. Estudios empleando gemelos monocig6ticos (MZ o
gemelos idénticos) asi como dicigéticos (DZ o gemelos no idénticos), identificaron una
concordancia del 60% en MZ, mientras que en los grupos DZ solo se observo el 5%,
porcentaje similar al observado entre hermanos consanguineos [64]. La evidencia cientifica
sugiere que las alteraciones genéticas responsables del autismo son mutaciones de novo, las
cuales pueden heredarse en un porcentaje cercano al 54% [65, 66], y que comUnmente son
duplicaciones en el loci 7q11.23, también se ha encontrado deleciones y duplicaciones en
16p11.2, 16p13.2 y 13.33. De interés, estos loci incluyen genes que se han reportado
incrementan el riesgo de la enfermedad tales como la NRXN1, SHANKS3, Neurexina 1,
FLJ16237, A2BP1/FOX-1y FHIT [44, 67, 68]. Si bien, existe la caracterizacion de un gran
namero de mutaciones en el TEA, a la fecha se conocen cerca de 800 genes alterados, sin
embargo, no todos los individuos muestran el fenotipo caracteristico de la patologia, por lo
que a pesar de la caracterizacion gendémica es dificil identificar firmas genéticas comunes a
la enfermedad [69]. Ante esta limitante, buscar convergencias entre los genes de riesgo
parece mostrar un mejor disefio con propdsitos de diagnostico. Partiendo de esta premisa, se
ha encontrado que la mayoria de los genes de riesgo de TEA estan involucrados en la

regulacion de la cromatina y el proceso de transcripcion como ejemplo se han documentado,
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alteraciones en la helicasa con cromodominio de unién a ADN 8 CHDS8) vy la proteina de
retraso mental del cromosoma X fragil (FMRP) [45, 69].

Si bien las caracteristicas fenotipicas de un individuo se heredan por la transferencia
de modificaciones en la secuencia del ADN a través de la linea germinal, estudios recientes
han demostrado que dichos rasgos pueden ser transmitidos a través de mecanismos
epigenéticos o impronta génica [70-72]. En este concepto, perturbaciones ambientales en la
homeostasis de un individuo, incluyendo la exposicion a estrés, retos nutricionales,
infecciones, etc. favorecen la presencia de efectos epigenéticos sobre el ADN del sujeto y
modulan la expresion selectiva de genes que coordinan sus funciones fisiol6gicas, un
fenomeno fisioldgico conocido como programacion fetal de la descendencia. Esto puede
tener consecuencias funcionales en la descendencia durante el desarrollo y/o en la edad
adulta, y provocar manifestaciones conductuales especificas que pudieran transmitirse
inclusive a generaciones posteriores sin el desencadenante inicial [71, 73]. Distintos estudios
han demostrado que el cerebro es el rgano con el mayor nimero de genes improntados y
por esta razon, es el 6rgano que pudiera presentar mayor vulnerabilidad a las alteraciones
ambientales [74, 75]. En este contexto, diversos desordenes neuronales se han relacionado
con modificaciones en la impronta cerebral, como el sindrome Beckwith-Wiedemann,
sindrome de Rett, sindrome del cromosoma X fragil y sindrome de Angelman [76-78].
Estudios clinicos y preclinicos han documentado que la exposicion a estimulos estresantes
durante la gestacion que incluye el consumo cronico de alcohol, promueve la alteracion del
desarrollo, funcion y comportamiento de la descendencia [79], y algunos otros estudios han
documentado la generacion de inmunodeficiencias en la descendencia [80, 81]. Hablando
especificamente del TEA, se conoce que alteraciones ambientales durante el embarazo
favorecen el desarrollo del Sindrome de Rett, el tipo de autismo més comdn en mujeres [82].

Ademas, otros estimulos como infecciones virales han demostrado inducir conducta similar
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al autismo en ratas [4, 13], asociado con la activacion aberrante de la respuesta inflamatoria
en el cerebro [13-15].

Conociendo que fendmenos de programacion fetal se han relacionado con el
desarrollo del TEA en la descendencia y que una gran mayoria de las mutaciones
involucradas con este padecimiento afectan genes de regulacién transcripcional, se propone
que la exposicion a agentes estresantes durante el embarazo podria representar uno de los

factores determinantes para el desarrollo del TEA en los descendientes (ver seccion 3.3.1).

3.2 Agentes quimicos

A pesar de ser un tema controversial [83, 84], a lo largo de los afios, la evidencia
cientifica ha sugerido que el timerosal es un agente de riesgo para el desarrollo de autismo
[84-86]. El timerosal es un compuesto organico a base de mercurio formado por salicilato de
sodio unido a una molécula de etilmercurio (etHg), el cual es empleado como un agente
conservante en vacunas [87]. El metabolismo de etHg inicia cuando la molécula ingresa al
musculo, donde forma enlaces tioester con proteinas y/o péptidos ricos en cisteina, creando
el complejo etHgS-Cys, el cual es transportado hacia el exterior de la célula por una proteina
involucrada en el transporte de metionina [88-91]. Una vez fuera de la célula, el grupo etHg
se transfiere a proteinas del plasma ricas en enlaces tioester mediante una reaccion de
sustitucion, en este punto es transportado hacia érganos como higado, pancreas y el SNC,
donde ejerce sus efectos toxicos [91]. De hecho, el SNC representa el principal blanco de la
mayoria de los compuestos organicos a base de mercurio [92, 93]. Molecularmente se conoce
que el etHg impide el flujo de calcio (Ca?") hacia los sinaptosomas del cerebro [94],
contrariamente, el blogueo del etHg protege a las neuronas de sus efectos tdxicos [95].

Ademas, estudios preclinicos empleando neuronas obtenidas de ratas de 2 semanas de edad
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muestran que la exposicion a dosis bajas de timerosal (0.3-1puM) incrementa el Ca®* extra
celular [96]. Se cree que este mecanismo estd asociado a la liberacion de glutamato de las
células, por lo que la toxicidad del timerosal podria deberse a la excitotoxicidad del glutamato
[91], (Figura 6). De igual forma, el timerosal es capaz de inducir muerte celular hasta del
40% en células neuronales y gliales, a una concentracion de 4uM [97], y se sabe que
disminuye la migracién de las células de la cresta neural [98]. En conjunto, esta evidencia
propone que la exposicion de timerosal en etapas tempranas del neurodesarrollo puede

inducir alteraciones cognitivas que reproducen las identificadas en el TEA [83, 85, 86].
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Figura 6. A) Asimilacion de mercurio a partir de timerosal. A través de una reaccion de
sustitucion, el etHg es transferido del timerosal hacia proteinas ricas en Cys, estas son
transportadas a la circulacion donde el Hg se transfiere a proteinas del plasma. Una vez que, se
moviliza hacia tejidos como higado y cerebro. B) Mecanismo de excitotoxicidad mediado por
mercurio. El mercurio asimilado promueve la secrecion de glutamato, activando los receptores
NMDA en la possinapsis lo que incrementa el ingreso de calcio a la célula. El calcio captado
promueve estrés del reticulo endoplasmico y produccion de especies reactivas de oxigeno en la
neurona induciendo muerte celular. Farina and Rocha, 2013.
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3.3 Alteraciones inmunoldgicas

La interaccion del sistema inmune (SI) y el SNC favorece el desarrollo normal y
preciso del cerebro. En particular, se sabe que la microglia, quién representa a la célula con
funcién fagocitica del cerebro, modula de forma positiva la neurogénesis y facilita la
plasticidad sindptica, ademas de ser la principal célula presentadora de antigeno (CPA) en el
SNC [99, 100]. La comunicacion entre el sistema inmune cerebral y periférico ocurre por dos
vias principales: 1) Moléculas inflamatorias procedentes de la periferia pueden atravesar la
barrera hematoencefalica (BHE) e integrarse al SNC, incluyendo los linfocitos B, T,
macrdfagos y anticuerpos [101], y 2) El nervio vago posee receptores para citocinas del tipo
interleucina 1 (IL-1R), e integra macrdfagos asociados que pueden responder a estimulos
proinflamatorios [102]. En este nuevo ambiente, se favorece la secrecion de citocinas en
células de la microgliay astrocitos, estas a su vez, secretaran citocinas inflamatorias causando
un fendmeno de retroalimentacion positiva culminando en la estimulacion del crecimiento y
desarrollo neuronal [10].

A pesar de su importancia para el neurodesarrollo y mantenimiento de la homeostasis,
la liberacidn crénica de sefiales inflamatorias promueve el desarrollo de enfermedades como
el cancer, la diabetes, y padecimientos neuropsiquiatricos [103-106]. Los origenes o causas
de las sefales inflamatorias son variadas, en algunos casos, el perfil genético puede ser un
factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades, en otras circunstancias, factores externos
como la contaminacion, estrés y alteraciones endécrinas fungen como principales iniciadores
de enfermedades relacionadas con inflamacién [107]. A nivel molecular, factores como los
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS) (lipidos de membrana y restos celulares),
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) (LPS y &cidos nucleicos de origen

viral) pueden desencadenar una respuesta inflamatoria, al ejercer la heterodimerizacién de
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los TLR1, TLR2 y la homodimerizacion de los TLR2, TLR3y TLRA4. Este proceso involucra
el reclutamiento de MyD88 y TBK1 hacia los TLR dimerizados, lo que induce la
fosforilacion y posterior degradacion de IxBa, la subunidad inhibitoria de NF-xB; de esta
manera RelA y P50, las subunidades con actividad de factor de transcripcion de NF-«B, se
translocan al nucleo iniciando la expresion de genes proinflamatorios como TNF-a, IL-B1 e
IL-6 e interferones (INFy) [106]. Adicionalmente, estimulos inflamatorios favorecen la
expresion de las proteinas que participan en la diapédesis de linfocitos B y T, como el
antigeno de activacion tardia-4 (VLA-4), la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y
la molécula de adhesion celular del leucocito activado (ALCAM) [108]. En condiciones
patoldgicas, la isquemia cerebral y modelos de encefalitis autoinmune experimental, la
interaccion linfocitos-microglia, permite la polarizacion de los primeros hacia el fenotipo
Th1, en este estado secretan citocinas inflamatorias (TNF-a) e interferon del tipo 1 (INF-y)
desencadenando asi un proceso inflamatorio de retroalimentacién positivo que altera de
forma negativa la funcion del SNC [106]. Evidencia acumulada reporta que la
neuroinflamacidn favorece la neurodegeneracion independiente de la activacion de apoptosis
[109]. Sumado a lo anterior, se ha demostrado que la proteina quimioatrayente de macréfagos
(MCP-1), quimiocina identificada en el plasma de sujetos con TEA[110, 111], participa en
el deterioro de la conduta social [112]. De manera notable, quizé el reporte mas sobresaliente
gue demuestra la importancia de la activacion del sistema inmune durante en desarrollo
embrionario en el desarrollo de TEA se documentd por Kim et al, 2017. Los autores
demostraron que la exposicion perinatal a un andlogo de RNA viral y LPS favorece la
diferenciacion de linfocitos T hacia el linaje Th17 el cual, a través de la citocina IL-17A 'y
promueve el desarrollo de un comportamiento parecido al autismo en ratones [13].

Por lo anterior, los desbalances en el Sl pueden repercutir de forma negativa en el

desarrollo y funcién del cerebro, favoreciendo dafio cognitivo y la aparicion de trastornos del
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comportamiento como el TEA. Diversas investigaciones han corroborado esta propuesta y
demostrado que la presencia de infecciones durante el embarazo incrementan el riesgo de
desarrollar desordenes neurologicos en su descendencia, confirmando la hipétesis de que
eventos proinflamatorios durante el embarazo induciran crecimiento neuronal aberrante y
alteraciones en la neuroplasticidad del feto, predisponiéndolo a enfermedades psiquiatricas
[10]. Por ejemplo, estudios en modelos animales han identificado que estimulos
proinflamatorios durante el embarazo incrementan la cantidad de espinas dendriticas en el
hipocampo de ratones macho, a la par que disminuyen el receptor de membrana CX3CR1
en las células de la microglia [113], receptor que funge como regulador de la respuesta
inflamatoria y fagocitosis en este tipo celular [114]. Ademas, la microglia y astrocitos se han
encontrado activados en el cerebelo y CPF de pacientes con autismo (Fatemi et al. 2012)
(Edmonson, Ziats, and Rennert 2014). A pesar de los cambios estructurales y anatomicos, asi
como las alteraciones en las poblaciones neuronales reportadas en el desarrollo de TEA, se
desconoce el efecto producido por las células del Sl en la funcién del SNC como moduladores

de la funcion cerebral en un sujeto autista. Este tema lo abordaremos a continuacion.

3.3.1 Inflamacion perinatal como un factor de riesgo en el desarrollo del TEA

3.3.1.1 Infecciodn viral

En condiciones de infeccion viral durante el embarazo, el riesgo de transmitir dicha
infeccion hacia el feto representa uno de los mayores temores en los sujetos. La trasmision
de la infeccion viral madre-feto ha sido demostrada para el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) [115], virus de hepatitis B (VHB) [116], citomegalovirus humano (CMVH)
[117] y algunos virus de la familia de los arbovirus como el zika, Chikungunya y dengue

[118]. De interés, evidencia experimental ha documentado que el desarrollo del embrion
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puede afectarse por estimulos alternativos que fomenten un perfil proinflamatorio, los cuales
son independientes de alguna infeccion viral [4, 13-15]. Por ejemplo, estudios preclinicos
demuestran que la administracion del farmaco analogo al ARN viral, el acido poliinosinico-
policitidilico (Poly I:C) y lipopolisacarido (LPS), a ratas Wistar embarazadas inducen el
incremento de las citocinas proinflamatorias I1L-2, IL-5, IL-7 e IL-13, agentes
quimioatrayentes (MCP1), ademas de IL-1B ¢ IL-6, y la proliferacion y maduracion de
linfocitos y del receptor metabotrépico mGIuR5, en suero y cerebro de su descendencia, las
cuales correlacionan con defectos conductuales tales como, el reflejo de agarre y
enderezamiento, asi como en la geotaxia [14, 15]. Actualmente se ha demostrado que la
administracion de Poly (1:C) a ratas Wistar durante el embarazo favorece rasgos conductuales
y alteraciones en regiones del cerebro que reproducen una conducta similar al autismo [4].
Se propone que este fendmeno podria ser mediado por la secrecion de IL-17A por los
linfocitos T cooperadores (Tnl7) y bacterias filamentosas del tracto intestinal [13].
Molecularmente, el mecanismo por cual el Poly (I:C) induce la respuesta inflamatoria es
mediante la activacion de las vias TLR3/TBK1/IRF3-7 y TLR3/IKK/NF-kB; similar a lo que
sucede durante una infeccion viral. Estas evidencias preclinicas en modelos animales
proponen de forma certera, que las alteraciones cognitivas y conductuales presentes en los
infantes con TEA, pueden estar relacionadas con una respuesta inflamatoria exacerbada
durante su neurodesarrollo [14, 15].

Aunque no ha sido completamente confirmado, la inflamacion prenatal podria afectar
el neurodesarrollo del producto y favorecer alteraciones conductuales posterior al
nacimiento. Estudios han demostrado que el liquido amniotico de mujeres que padecieron
infecciones intrauterinas durante el embarazo presenta disminucion de las citocinas
antiinflamatorias IL-10, IL-4 y TGF-f, e incremento de citocinas proinflamatorias IL-1p, IL-

6 y TNF-a en ¢l cerebro del feto y de la madre [119]. De manera similar, se identificé que
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los hijos de mujeres con una titulacion alta de anticuerpos contra el virus del herpes,
mostraban un riesgo del 2.07% de padecer TEA [12]. Con todo lo anterior proponemos que
la produccidn de citocinas proinflamatorias a través de la via TLR3 durante el embarazo es

un factor de riesgo para el desarrollo de TEA en la progenie.

3.3.1.2. Infeccidn bacteriana

Desde el momento de nuestro nacimiento estamos expuestos a microorganismos que
infectan nuestro intestino, sin embargo, su presencia no produce respuestas del SI exacerbada
debido a que por miles de afios el proceso evolutivo nos permitio adaptarnos y coexistir de
forma simbidtica con estas especies [120]. De hecho, la presencia de microorganismos tienen
una gran influencia en la funcion fisioldgica de los individuos, incluyendo el desarrollo de la
barrera epitelial, homeostasis intestinal, angiogénesis, en la funcion del sistema inmune
innato y adaptativo, y en la funcion hepética [121-124]. De nuestro interés, también se sabe
que la presencia de un tipo selectivo de microbioma participa en el desarrollo de los circuitos
neuronales relacionados con el control motriz y ansiedad [125]. Con ello, alteraciones en el
ecosistema bacteriano o especies que colonizan a los individuos pueden repercutir de forma
negativa en el desarrollo neural de un infante. Por ejemplo, en un estudio que incluy6 a
madres que sufrieron dos 0 mas infecciones bacterianas en las vias urinarias, durante el
segundo y tercer trimestre del embarazo, se documentd 1.71% de riesgo de dar a luz a un
infante con TEA, si la infeccidn fue en el segundo trimestre [126]. Ademas, la presencia de
problemas gastro intestinales han sido asociados con el desarrollo del TEA, siendo las
bacterias del género Prevotella las mas comunes en nifios con TEA donde se sugiere que la
dieta puede ser un factor selectivo en las poblaciones bacterianas que residen en el tracto
intestinal [127, 128], Ademas, los problemas intestinales son independientes de la flora
heredada por los padres ya que hermanos del sujeto con TEA no presentan estos problemas

[129].
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Finalmente, la inoculacion de LPS a ratones hembra C57BL/6, un componente de la
pared celular bacteriana, en la segunda mitad de la gestacion, es capaz de inducir
vocalizaciones mas cortas y un grado bajo de socializacion en la descendencia murina. En
este mismo modelo se observo que las hembras mostraron un comportamiento repetitivo,
caracteristico del TEA, mientras que los machos mostraron una disminucion en el mRNA de
CX3CRL1 en células de la microglia y un mayor nimero de espinas dendriticas en el
hipocampo, comparandolos con el grupo control [113]. La proteina de membrana CX3CR1
es una molécula que, al interactuar con su ligando (CX3CL1), disminuye la secrecién de
citocinas inflamatorias y la fagocitosis en células de la microglia [114]. Esto es muy relevante
ya que, las citocinas han sido implicadas en el modelamiento sinaptico en el hipocampo
[130], por lo que la ausencia de CX3CR1 en células de la microglia, puede llevar a la
produccion aberrante de citocinas inflamatorias [131] culminando en alteraciones en el
hipocampo y, por consiguiente, favorecer alteraciones en el comportamiento de su
descendencia. Recientemente, se reportd que la presencia de ciertas bacterias filamentosas
en el intestino predispone a la descendencia a padecer TEA, ya que estas bacterias
sensibilizan a los linfocitos Tr17 los cuales, en presencia de un segundo estimulo inflamatorio
secretaran IL-17A, fomentando el desarrollo de trastorno neuroldgicos [13, 132]. Todas estas
evidencias experimentales nos sugieren que la exposicion a ciertas especies bacterianas
durante el embarazo puede desencadenar una cascada inflamatoria afectando el desarrollo

neuronal de los infantes y favoreciendo la aparicion de TEA.
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3.3.1.3 Inflamacion metabolica

La obesidad se caracteriza por un estado de inflamacion cronica de bajo grado que se
favorece por la acumulacion e incremento en la cantidad de triacilglicéridos almacenados en
el tejido adiposo blanco. Se sabe que los acidos grasos de la dieta interactian con los
receptores tipo toll (TLR)-4 en diversos tipos celulares del cuerpo, fendmeno denominado
inflamacion metabolica o “metainflamacion” [133, 134]. Amplia evidencia ha demostrado
que la inflamacidn cronica durante la obesidad no se limita a 6rganos periféricos, sino que
invade fronteras mas lejanas y puede detectarse en el SNC. Esta respuesta inflamatoria puede
originarse por el reclutamiento de células periféricas del sistema inmune hacia el SNC
promoviendo la generacion de inflamacion [135], y de hecho, se ha documentado que este
evento puede suceder antes de observar cualquier signo de inflamacion en la periferia [136,
137]. Como se mencion6 anteriormente, la inflamacion metabolica en el SNC involucra una
serie de eventos muy complejos donde primero se observa la activacion de células de la
microglia a través de sus TLR (TLR4, TLR1 y TLR2) lo que permite la secrecién de la
citocina inflamatoria IL-1p, la cual activa a los astrocitos presentes en el epitelio vascular de
nacleos circunventriculares, como el plexo coroideo, de esta manera se secretan moléculas
guimioatrayentes de linfocitos B, T y macréfagos [106].

Por su parte, en respuesta a una dieta alta en grasas los linfocitos B son capaces de
producir un anticuerpo patogénico de clase 1gG1 el cual fomenta la polarizacion de los
macrofagos y microglia hacia el fenotipo proinflamatorio M1 [138, 139], disminuyendo la
formacidn de memoria espacial, que se creé se asocia a la activacion de un proceso de “poda”
sinaptica causado por la microglia [140]. Por ultimo, las células de la microglia en presencia
de un ambiente rico en &cidos grasos activa una respuesta inflamatoria dependiente de la via
TLR4/IKK/NF-xB [133, 141] alterando de forma negativa la consolidacién de memoria y

aprendizaje, asi como la respuesta del SNC hacia hormonas reguladoras de la homeostasis
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energética [114, 140, 142]. De interés, se ha documentado que padecer obesidad y sobrepeso
durante la gestacion incrementa en 1.54% el riesgo para presentar el TEA en el producto
[10, 16, 17].

Trabajos previos de nuestro grupo, proponen a la via TLR4/TBK-1/NF-kB como un
mediador de la respuesta inflamatoria por células de la microglia en el SNC [143]. Sumado
a lo anterior, se conoce que en los modelos de TEA inducido por inflamacion perinatal, se
emplean la molécula LPS, molécula que activa a NF-xB a través de la via del TLR4 [144],
y Poly (I:C), molécula que desencadena la secrecién de interferon tipo 1 y produccién de
IFIT por la via TLR3/TBK-1/IRF [145]. Lo anterior sugiere que los acidos grasos de la dieta
puedan inducir la activacion de la via inflamatoria TLR4/TBK-1/IRF favoreciendo el
desarrollo de TEA. De interés, nuestro grupo de investigacion identificé que la programacion
fetal inducida por la ingesta de comida hipercaldrica durante el embarazo y lactancia
predispone a la descendencia a una conducta parecida a la adiccion [146-148], ademas de
incrementar la expresion de genes del sistema inmune en el nicleo accumbens, como NFATS
e IFIT1 (Montalvo-Martinez, et al, no publicado). Se sabe que estas moléculas participan en
la maduracion de linfocitos B y produccién de citocinas en células T [149] e inducen la
respuesta inmune contra virus como el citomegalovirus (CMV) y virus de la hepatitis B
(VHB) [150, 151], respectivamente. Con base en estas evidencias se propone que la presencia
de neuroinflamacion asociada a infeccién viral durante el embarazo es un factor de riesgo
para el desarrollo del TEA (Arrode-Brusés and Brusés 2012; Dammann and Leviton 1997;
Fernandez de Cossio et al. 2017; Mahic et al. 2017). Por lo anterior, la presencia de genes
sobrexpresados en un modelo de programacion fetal por dieta, fortalece la idea de que la
exposicion perinatal a una hiperlipidemia puede ser un factor de riesgo para desarrollar TEA

(Figura 7).
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Figura 7. Convergencia de los mecanismos inflamatorios involucrados en autismo. El
TLR4 reconoce tanto al LPS como &cidos grasos de la dieta, quienes activan la via TBK1/NF-
kB, promoviendo la secrecién de citocinas proinflamatorias relacionadas con el autismo. Por su
lado, el Poly I:C, es reconocido por el TLR3, desencadenando la via del interferén, mediada por
TBK1/IRF3/IRF7. De esta manera se secreta interferon de tipo 1, el cual interactia con su
receptor, permitiendo asi, la expresion de IFIT, proteina que se encontrd sobre-expresada en un
modelo de reprogramacion fetal por dieta.
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I1l.  JUSTIFICACION

El autismo es una enfermedad que afecta la capacidad de los individuos a integrarse
en la sociedad, aunque su prevalencia se incrementa cada afio, no se conocen con certeza las
alteraciones moleculares y/o fisiologicas que dan lugar a su desarrollo. Proponemos que la
presencia de un estado de inflamacion cronica de bajo grado durante el embarazo por la
exposicion a formulas con alto contenido caldrico, puede afectar la funcion y/o estructura
cerebral del embridn en desarrollo y favorecer la aparicion del TEA posterior al nacimiento.

Con base en esta informacion, es prioritario identificar si la programacion fetal por
exposicion a dieta con alto contenido caldrico induce neuroinflamacién y cambio estructural
en las regiones del SNC involucradas en el desarrollo de la conducta parecida al autismo en
la descendencia. Esta caracterizacion nos permitird identificar blancos moleculares con

potencial terapéutico y/o control de la conducta aberrante.
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La exposicion a dieta con alto valor calérico durante el embarazo induce

neuroinflamacion y cambios de volumen en regiones cerebrales relacionadas con la conducta

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

parecida al autismo en la descendencia.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Caracterizar el efecto de la exposicion perinatal a una dieta con alto valor calérico en el perfil
inflamatorio y los cambios de volumen de regiones cerebrales vinculadas al desarrollo de la

conducta parecida al autismo en un modelo murino.

1.1 Objetivos Especificos

1. Identificar la conducta parecida al autismo en la descendencia de
ratones hembra expuestas a dieta con alto valor calérico.

2. Identificar las zonas del cerebro que presenten cambios estructurales
en ratones programados por dieta con alto valor calérico.

3. Identificar el perfil de citocinas proinflamatorias periféricas y en las
regiones cerebrales de la descendencia de sujetos del objetivo anterior.

4. Comprobar si la modulacion del perfil inflamatorio revierte las
alteraciones estructurales en el SNC y la conducta similar al autismo en la descendencia de

sujetos expuestos a dieta con alto valor caldrico.
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VI. MATERIAL Y METODOS

i. Material biolégico
Para realizar todos los procedimientos experimentales se emplearon ratones de la cepa
C57BL6 de 2 a 3 meses de edad. Todos los animales se mantuvieron en el Bioterio del Centro
de Investigacion y Desarrollo de la UANL, en ciclos de luz/oscuridad de 12 h con acceso a
comida y agua ad libitum. EIl presente trabajo fue aprobado por el comité de ética de la

Facultad de Medicina de la UANL y Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzalez” con

la clave B112-001.

ii. Materiales y reactivos

Tabla 2. Materiales y reactivos

Reactivo No. Cat. Aplicacion Concentracion Proveedor

Acido polinosinico: Programacion fetal Sigma Alrich,
policitidilico (Poly 1:C) P1530 por MIA 20 mg/kg Misuri, USA
i Santa Cruz
Albumina sérica bovina sc-2323 Pr;npt?ézzlrogsde 10% Biotechnolog,
P Texas, USA
PiSA
Pentobarbital sédico Q-7833-215 Sacrificio 150 mg/kg Agz(;ﬁ)iii%a”a’
México
kit MILLIPLEX MAP Milli-pore
Kit Mouse Cytokine / MCYTOMA Cuantificacion de N/A corporation,
Chemokine Magnetic G-70K citocinas Massachusetts,
Bead Panel USA
, Perfusion 0 Sigma Alrich,
Paraformaldehido P6148 intracardiaca 4% Misuri, USA
ProHance Gadoteridol 0270-1111- Perfusion 4mM BRACCO,
0.5M 70 intracardiaca/MRI Germany
P4417- Perfusion Sigma Alrich,
Buffer de fosfatos 100TAB intracardiaca M Misuri, USA
. — Ensayos de BiolLegend,
@gtguerpo isotipo 19G 400402 neutralizacion de 1'2”%88“}: ° California,
MCP-1 e USA
abcam,
Anti-lbal (conejo) ab178846 Inmunohistoquimica 1:2,000 Cambridge,
MA, USA
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Anti-HRP de conejo

Santa Cruz

. sc-2370 Inmunohistoquimica 1:1,000 Biotechnolog,
(bovino) Texas, USA
Ensayos de abcam,
Anti-MCP1 (conejo) ab25124 neutralizacion de l'g”gﬁggui ° Cambridge,
MCP-1 He/ MA, USA
. , Cell Signaling,
AntleRP de raton 7076S Inmunohistoquimica 1:2,000 Massachusetts,
(bovino) USA

iii. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1. Modelos de programacion fetal

1.1.  Programacion con dieta control

Se emplearon hembras de la cepa C57BL6 de 3 meses de edad que fueron apareadas

con machos de 3 meses de la misma cepa. Las hembras madre y sus crias se mantuvieron con

dieta estandar y agua ad libitum. Cuando las crias cumplieron 23 dias de edad, se destetaron

y fueron separadas de acuerdo con el sexo, colocando 3 ratones por jaula. Los roedores se

mantuvieron con agua y comida estdndar ad libitum hasta cumplir los 2 meses de edad,

tiempo al que se realizaron las pruebas (Figura 8A).
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1.2.Programacion fetal por activacién inmune materna

Se empled un nuevo grupo de ratones hembra virgenes de 3 meses de edad (n = 10)
de la cepa C57BL6 que fueron cruzados con machos virgenes de la misma edad. La copula
se determiné mediante la presencia del tapon vaginal que se tomé como el dia de gestacion
E0.5. Alos 12.5 dias de gestacion se administré una dosis de 20 mg/kg de &cido polinosinico:
policitidilico (Poly I:C) por via intraperitoneal. Después de la inyeccion, la hembra se dejé
sin perturbar hasta el momento del destete de las crias (dia 23 postnatal). La descendencia se
separ0 de acuerdo con el sexo, colocando un maximo de 3 ratones por jaula. Los roedores se
mantuvieron con alimento estandar y agua ad libitum hasta los 2 meses, tiempo al que se

realizaran las pruebas conductuales (Figura 8B).
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Figura 8. Modelos de programacion fetal. A) Condiciones de crianza del
grupo control. B) Modelo de programacion por activacion inmune materna
inducida por Poly I:C. C) Modelo de programacion fetal por dieta alta en
grasas y azucares (cafeteria). D) Esquema de tratamiento con anticuerpo
neutralizante anti MCP-1 a una concentracion de 1.6pg por 5 dias o
solucion salina en el grupo control y cafeteria. E) Esquema de tratamiento
con anticuerpo neutralizante anti MCP-1 a una concentracion de 8ug por 3
dias o anticuerpo isotipo 1gG en el grupo control y cafeteria.

1.3. Programacion con dieta de cafeteria

1. Hembras de 2 meses y 1 semana de edad fueron alimentadas con dieta de
cafeteria (CAF) ad libitum por 3 semanas, hasta cumplir los 3 meses de edad. Al cumplir los
3 meses se inicid la cruza con machos virgenes de la misma edad y las hembras se
mantuvieron alimentadas con la dieta CAF durante la gestacion (3 semanas) y lactancia (3

semanas). La composicion de la dieta se especifica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Composicion de la dieta de cafeteria

Dieta de cafeteria

Galletas Marias 250 g
Papitas “Sabritas Original” | 2509
“Chocolate liquido Hershey’s | 2509
‘TocinoFud | 2509
‘Patedecerdoswan | 5009
“Polvo de pellets de comida estandar | 2509

*372 kcal/100 g distribuidos en 39% carbohidratos, 49%
lipidos y 12% proteinas

2. Al dia 23 después del nacimiento, las crias se destetaron y se separaron de
acuerdo con el sexo, colocando 3 ratones por jaula. Los ratones se mantuvieron con alimento
estdndar y agua ad libitum hasta los 2 meses, tiempo al que se realizaran las pruebas

conductuales (Figura 8C).

2. Ensayo de neutralizacion de MCP-1

En este ensayo se realizaron 2 experimentos independientes 1) la neutralizacion de
MCP-1 administrando 1.6 ug/100 uL/raton/5 dias, y 2) 8 pug/100 pL/ratén/3 dias.

Para este ensayo se emplearon ratones macho de los grupos de programacion con
dieta control y con dieta de cafeteria. El esquema de tratamiento se detalla en la Figura 9. Se
escogieron de forma aleatoria 15 ratones macho del grupo de programacién por dieta control
y 15 ratones del grupo de dieta de CAF. Los ratones se dividieron en 3 subgrupos de 5 ratones

de 2 meses de edad/subgrupo, administrados de acuerdo con el siguiente tratamiento.
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Experimento 1:

1. Grupo control. Se emplearon 5 ratones programados con dieta control y 5
ratones con dieta CAF, aislados en jaulas individuales con agua y comida ad libitum hasta el
inicid de las pruebas conductuales.

2. Grupo solucion salina. Se emplearon 5 ratones programados con dieta control
y 5 con dieta CAF y fueron administrados con 100 pL de solucion salina inyectable. Las
inyecciones iniciaron 2 dias previos a las pruebas conductuales y continuaron durante los 3
dias en que se llevaron a cabo, dando un total de 5 dias de administracion.

3. Grupo anticuerpo. Se emplearon 5 ratones programados con dieta control y 5
con dieta CAF fueron administrados con 1.6 ug del anticuerpo neutralizante contra MCP-1
en 100 pL de solucidn salina inyectable, las inyecciones se comenzaron 2 dias antes de iniciar
las pruebas conductuales y continuaron durante los 3 dias en que se llevaron a cabo, dando
un total de 5 dias de administracion.

4. Grupo anticuerpo neutralizante contra MCP-1. Se emplearon 5 ratones
programados con dieta control y 5 con dieta CAF, ambos grupos (solucién salina y anticuerpo
neutralizante contra MCP-1). Las inyecciones se realizaron 30 minutos antes de las pruebas

conductuales.

Experimento 2:

Se escogieron de forma aleatoria 16 ratones macho del grupo de programacion por
dieta control y se dividieron en 2 subgrupos de 8 ratones. Ademas, se escogieron 12 ratones

expuestos a dieta de cafeteria y se subdividieron en 2 grupos de 8 y 4 ratones,
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respectivamente. Se administro 8ug/3 dias de anticuerpo neutralizante contra MCP-1 0
anticuerpo isotipo IgG, como se detalla en la figura 9C y 9D. Las inyecciones se realizaron

30 minutos antes de las pruebas conductuales.

2 meses de

A) "
Cruza Nacimiento Destete edad Vehiculo
| ] | I 4 . .
_’ i N . Picta conlmll_ o . . - 0|
300 3 6 T
Semanas OF MB TCS
B) 2 meses de MCP-1 Ac neutralizante
Cruza Nacimiento Destete  edad (1.6pg/dia)/ Vehiculo
. . . l . n - |
- ' 8 i Dicta de cnfe-lcria 5 Dieta control _ % j
/ 2 3 4 5
) -3 0 3 6 11 | e
Semanas OF MB TCS
. 2 meses de
C ) Cruza Nacimiento Destete  edad Ac isotipo
1 1 | [ il L™ - -
< ' Dieta control
u n [} E ] 7 - :
Semanas TCS
2 meses de MCP-1 Ac neutralizante
D) Cruza Nacimiento Destete 4.4 (Bpg/dia) / Ac isotipo
l l . . ' m » -
' Dieta de cafeteria Dicta control
el @ - . - 7 F ;
Semanas

Figura 9. Ensayo de neutralizacion de MCP1 en los modelos de
programacion fetal. A) Esquema de tratamiento con solucion salina por 5 dias
en el grupo control. B) Esquema de tratamiento con anticuerpo neutralizante anti
MCP-1 a una concentracion de 1.6pug por 5 dias o solucion salina en el grupo
cafeteria. C) Esquema de tratamiento con anticuerpo isotipo IgG a una
concentracion de 8ug por 3 dias en el grupo control. D) Esquema de tratamiento
con anticuerpo neutralizante anti MCP-1 a una concentracion de 8ug por 3 dias
0 anticuerpo isotipo 1gG en el de cafeteria.
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3. Pruebas conductuales para evaluacion de conducta parecida al autismo

Las pruebas conductuales fueron realizadas en la unidad de Neurometabolismo del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud, UANL.

Los roedores de la descendencia macho y hembra fueron transportados al sitio de la
prueba 30 minutos antes de iniciar los analisis conductuales, con la finalidad de que se

aclimataran al sitio. Cada una de las pruebas se realiz6 con un dia de separacion entre grupos.

3.1.Prueba de sociabilidad en 3 camaras

Una semana antes de iniciar la prueba, los ratones “desconocidos” fueron habituados
a la arena de 3 camaras, esto se realizd al encerrar a los ratones en jaulas cilindricas y
colocarlos dentro de una de las camaras laterales de la arena por 10 minutos, este
procedimiento se realiz6 por los siguientes 7 dias.

1. Esta prueba se llevo a cabo empleando una arena de tres camaras como se
describe en la figura 10 e incluye tres fases: 1) fase de habituacion, 2) fase de exploracion,
3) fase de socializacion.

2. Durante la fase de habituacion, los ratones se colocan en la camara central de
la arena con las puertas laterales cerradas durante 10 minutos (Figura 10A)

3. En la fase de exploracion, se abrieron las puertas laterales y se le permitio al
raton recorrer la arena libremente por 10 minutos. Al pasar este tiempo el raton fue confinado
en la camara central para iniciar la fase de socializacion (Figura 10B). Se cuantifico el tiempo
que el roedor paso en cada una de las cdmaras laterales, a ese valor se le denominé “tiempo

de exploracion”
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1 4. La fase de socializacién, incluye la colocacién de una jaula cilindrica que
2  contenia al raton “desconocido” en una de las camaras laterales, mientras que en la camara
3 lateral se coloco un cilindro vacio (objeto inanimado). Posterior a esto, las puertas laterales
4 se abren, permitiendo al sujeto experimental recorrer libremente las 3 cdmaras por 10 min
5 (Figura 10C). Se cuantifico el tiempo que el roedor paso interactuando con el sujeto
6 desconocido y con el objeto inanimado, a este tiempo se le denomino “tiempo de

7  socializacion”. Para calcular el grado de interaccion se empleo la siguiente formula:
8 ATiempo = tsoc. —texp.

9 Donde:
10  atiempo: grado de interaccion
11  tsoc. = tiempo de socializacion
12 texp. = tiempo de exploracion

N N . | VE—
Aclimatacion | I )
30 minutos | | © @
1} minutos L T @
e o
Exploracion I [ E)
10 minutos - : Q
Cuantificacibn de tiempe I I = VR4
en cada ciamara 10 minutos /FU { :
) E—r '
Socializacion I ] nt\v_ &
10 minutos - - . \ e Rl
Cuantificacion de tiempo l » l -
de interaccion =

Duracion de la prueba: 10 minutos
Determinaciones: Tiempo en las arillas, Tiempo en el centro,
porcentaje de actividad y distancia total recorrida

13
Figura 10. Pruebas conductuales para la deteccién de una conducta similar al
trastorno del espectro autista. A) Fase de aclimatacion de la prueba de sociabilidad de 3
camaras (S3C). B) Fase de exploracién de la prueba de S3C. C) Fase de socializacién de
la prueba de S3C. D) Prueba del entierro de canicas. E) Prueba de campo abierto.

14

15
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3.2.Prueba de entierro de canicas

1. Esta prueba se llevo a cabo en jaulas idénticas en material y dimensiones a las
que habitaron los sujetos experimentales. Las jaulas se cubrieron con 5 cm de aserrin limpio
en donde se colocaron canicas estandar (15 mm de diametro y 5.2 g de peso) dispuestas en 4
filas de 4 canicas cada una, separadas equitativamente unas de otras (Figura 10D).

2. Se colocd al ratén en una esquina lo mas alejada posible de las canicas y se
cerr0 la jaula con tapas de carton liso. Se le permiti6 al sujeto interactuar con las canicas por
30 min y se cuantificd el nimero de canicas enterradas con aserrin en dos tercios de su

superficie. Se graficé el porcentaje de canicas enterradas.

3.3.Prueba de campo abierto

1. El roedor fue colocado en el interior del recinto, permitiéndosele recorrer la
arena por 10 min. Toda la prueba fue grabada.

2. Al finalizar cada sesion se retird al roedor y la arena se limpid con etanol al
70% antes de comenzar la prueba del siguiente sujeto.

3. Los videos se analizaron con el software OA VidReg OmniAlva®. Se graficd
el tiempo pasado en la zona central y en la zona externa (segundos), asi como la distancia

total recorrida (metros) y el porcentaje de actividad (Figura 10E).
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4. Resonancia magnética nuclear basada en deformacion (RMNM)

4.1.Perfusion cardiaca

1. Los ratones macho, fueron sacrificados con sobredosis de Pentobarbital
150mg/kg en 150uL de solucion salina via intraperitoneal. Posteriormente se realizé una
diseccion dérmica desde la regién abdominal hasta la parte superior de la caja toréaxica,
exponiendo el corazon.

2. Se perford el ventriculo izquierdo del corazon siguiendo su vértice y se realizé
un corte en la auricula derecha, con el fin de abrir el sistema circulatorio. Se perfundid
solucién de lavado PBS 0.1 M + Heparina + PROhance (6 mM) empleando una bomba de
perfusion (Fisher Scientific GP1000) a flujo de 1 mL/min.

3. Posteriormente, se cambi6 la solucion de lavado por la solucion fijadora que
incluye al paraformaldehido (PFA) 4% en PBS 0.1 M + Prohance 60 mM durante 20 min,
siguiendo el mismo flujo.

4. Se colectd el cerebro protegido por el craneo del modelo y se removio la piel,
la mandibula inferior, las orejas y la punta de la nariz cartilaginosa.

5. Las muestras se almacenaron a 4°C en PFA al 4% Prohance 60 mM por 24
horas y posteriormente se cambi6 la solucion a PBS 0.1 M con azida de sodio 0.02% hasta
su posterior andlisis en la resonancia. Las imagenes de resonancia magnética pueden

adquirirse luego de 4 dias y no méas de 2.5 meses después de la fijacion.
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4.2 Obtencion de imagenes de Resonancia Magnética Nuclear y su analisis por

morfometria en base a deformacion.

En esta prueba empleamos los ratones del ensayo de neutralizacién de MCP-1 por 5 dias.

1. Los cerebros de los modelos animales protegidos por el craneo se colocaron
individualmente para su analisis en un cilindro transparente con fondo en punta con 35 mL
de Fomblin, un perfluoropoliéter (SIGMA-ALDRICH 317926-100G) que tiene un efecto
dieléctrico bajo y una sefial de RM minima, con lo que aumenta el contraste y elimina los
artefactos de susceptibilidad no deseados proximos a los limites del cerebro, Ademas, se
evitd la formacion de burbujas en el interior.

2. Se introdujeron los cilindros en la bobina del resonador a 45 cm de distancia
de la entrada al centro del resonador y se alinearon con el craneo en direccién al resonador.

3. Las imagenes de los cerebros se adquirieron usando resonador Bruker 7 T
Paravision 6.0.1 system, donde la relacion sefial/ruido se llevd aproximadamente a 20
gastando una resolucion mejorada, ya que es el valor que proporciona una compensacion
Optima para el registro de lacomputadora.

4. Se posiciono el craneo en el resonador mediante la rotacion de la imagen
predisefiada se evalud la homogeneidad del campo observando el contraste de la imagen. Se
obtuvieron las imagenes con tiempo de repeticion (TR) / tiempo de eco (TE) = 100/2.5 ms,
matrix= 256 x 256, tiempo de escaneo = 52:11 minutos con campo de vision (FoV) 50x50,
TA= 12s 800 ms, FA= 30 con tamafio de voxel de 0.19 mm3 de iméagenes isotrdpicas con
orientacion sagital.

Se evalu6 la calidad de imagen observando irregularidades en el campo (artefactos
por burbujas). Las imagenes se cargaron a la nube virtual del laboratorio en formato DICOM,

a través del cual se pudieron descargar para futuros analisis.
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4.3 Preprocesamiento ponderado en T1y procesamiento de imagenes.

1. Las imagenes ponderadas en T1 se convirtieron de formato DICOM a MINC
para el preprocesamiento. Las imé&genes T1 se preprocesaron utilizando una tuberia de
preprocesamiento interna con el software Bpipe
(http://cobralab.ca/software/mincbeast_bpipe.html), que hace uso del kit de herramientas
MINC (http: www. bic.mni.mcgill.ca/ ServicesSoftware/ ServicesSoftwareMincToolKit) y
Advanced Normalization Tools.

2. Se realiz6 la correcciéon de campo de polarizacion N4, registro lineal en el
espacio del Instituto de Neurologia de Montreal usando herramientas de normalizacién
avanzadas, seguido de la transformacion de nuevo a espacio nativo. Las imagenes se
ingresaron en el MiceBuildModel (https://wiki.mouseimaging.ca/display/MICePub/MICe-
build-model). MICe-build-model.pl es un paquete de software optimizado para realizar el
registro de iméagenes en cerebros de ratones. El registro puede definirse como el ajuste de dos
0 mas imagenes a una imagen promedio. Las diferencias entre la imagen promedio y las
imagenes individuales nos permiten calcular las diferencias de medias entre 2 0 mas grupos
de ratones. Primero se cred un cerebro plantilla usando la media de todos los cerebros de
forma no linear. Esta plantilla fue la usada para el MBD. Para el andlisis, se cre6 una mascara

de cerebro a mano.
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5. Determinacién del perfil de citocinas proinflamatorias

5.1. Coleccion de tejido fresco y analisis

Posterior a las pruebas conductuales los ratones macho de los grupos programados con
dieta control (n=10), programados con Poly I:C (n=9) y programados con dieta de cafeteria
(n=7) se sacrificaron y se recuperd el cerebro completo de cada individuo. Los cerebros se
almacenaron a -80°C hasta su analisis Se empled el atlas de cerebro de ratdén de Paxinos y
Watson, se aislaron las regiones cerebrales de la corteza somatosensorial primaria y el 16bulo
10 del cerebelo. Las biopsias se mezclaron con 70 pL del buffer de lisis Multiplexing de la
compafiia millipore, se sonicaron por 10 pulsos a una amplitud del 20% 3 pulsos/segundo a
4°C. Las muestras se centrifugaron a 5,000 g x 10 minutos a 4°C, se aislo el sobrenadante y
se cuantifico el perfil de citocinas empleando el kit MILLIPLEX MAP Kit Mouse Cytokine
/ Chemokine Magnetic Bead Panel. El protocolo para la cuantificacién se llevé a cabo
siguiendo el inserto incluido con el kit. Las lecturas se realizaron empleando el equipo

Luminex® 200™ Multiplexing Instrument.

5.2. Coleccion de plasma y analisis
Posterior a las pruebas conductuales los ratones macho de los grupos programados
con dieta control (n=10), programados con Poly I:C (n=9) y programados con dieta de
cafeteria (n=7) se sacrificaron y se colectaron 500uL de sangre en tubos BD Microtainer®
SST GEL. Las muestras se centrifugaron a 1,300g a 4°C x 10 minutos, se recupero el plasma
y se diluyo 1:2 con el “buffer de trabajo” presente en kit MILLIPLEX MAP Kit Mouse

Cytokine / Chemokine Magnetic Bead Panel. El protocolo para la cuantificacion se llevo a
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cabo siguiendo el inserto incluido con el kit. Las lecturas se realizaron empleando el equipo

Luminex® 200™ Multiplexing Instrument.

6. Analisis histologico empleando inmunohistoquimica

Los ratones macho de los grupos programados con dieta control administrados con
vehiculo (n=5), o isotipo (n=5), y los ratones macho de los grupos programados con cafeteria
administrados con isotipo (n=5) o anticuerpo MCP-1 (8ug/3 dias) (n=5), fueron sometidos a
perfusion intracardiaca como se describio anteriormente. Los cerebros se extrajeron y fueron
incubados en concentraciones crecientes de sacarosa al 10%, 20% y 30% por 12h en cada
solucion, se realizaron cortes de 30 micras empelando el criostato Leica Biosystems. Después
de esto, se realizaron cortes coronales de 18m en las coordenadas estereotaxicas AP: + 0.3,
ML: — 1.3 Dv: + 1.2, correspondientes a la corteza somatosensorial primaria (SSP), los cortes
fueron capturados en portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina y sometidos al proceso de
Inmunotincion:

1. 24h después de los cortes fueran capturados en los portaobjetos, las muestras
fueron pretratadas con una solucidn para la recuperacion de antigenos (buffer de
citratos 10mM, pH 6) por 5 minutos. Finalizado este tiempo los cortes se lavaron
3 veces con PBS 1X por 5 minutos.

2. Los cortes se incubaron en una solucion para permeabilizar la membrana celular
(PBS 1X, triton X-100 0.3% y H202 0.3%) por 15 minutos. Se realizaron lavados
de forma similar al punto 1.

3. Cada laminilla fue incubada por 45 minutos en la soluciéon de bloqueo
Background Sniper (Biocare Medical). Las muestras se lavaron como en el punto

1 y posteriormente se incubaron con el anticuerpo policlonal de conejo contra la
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molécula adaptadora de unién a calcio ionizado 1 (Ibal) a una dilucion de 1:200
por 48h a 4°C. se realizaron lavados.

4. Inmediatamente después de terminar los lavados, los cortes se incubaron por 1h a
37°C en el reactivo Trekkie Universal Link, se realizaron lavados y
posteriormente se incubaron con el reactivo TrekAvidin-HRP por 1h.

5. Después de esto, los cortes fueron revelados empleando 3.3-diaminobencidina,
posteriormente se deshidrataron y fueron observados en el microscopio

Brightfield (Leica Microsystem).

Las microfotografias fueron tomadas con los objetivos 20X y 40X (2 cortes por
raton). Para realizar la cuantificacion del numero total de células Ibal positivas, nimero de
ramificaciones dendriticas y nimero de terminaciones dendriticas, se emplearon entre 50 y
60 células por grupo empleando los plugins “cell counter” y “Analyze skeleton (2D/3D)”,

respectivamente, del software ImagelJ (National Institute of Health).

7. Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos, incluida la prueba de la normalidad de la distribucion
de datos, se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 7.01 y el software de
estadisticas IBM SPSS version 22 y se considerd significativo un valor de p corregido <0,05.
Se probo la normalidad de todos los resultados mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para las
diferencias entre 3 grupos en las pruebas de comportamiento y la concentracion de citocinas
se utiliz6 ANOVA de una via seguida de la prueba de comparacion multiple de Tukey. Para
las diferencias significativas en la sociabilidad durante la determinacion del fenotipo de
comportamiento, los datos se muestran como la media £ EE y las diferencias significativas p

<0,05. El analisis estadistico sobre resonancia magnética basada en deformacion se realizo
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utilizando los determinantes jacobianos transformados logaritmicamente como variable
dependiente, "grupo” como variable independiente (entre sujetos) y como covariable
incluimos "orden por lotes" (los ratones fueron entrenados en lotes). Comparamos los 3
grupos usando un GLM y los analisis se corrigieron para comparaciones multiples usando la

Tasa de Descubrimiento Falso (FDR) al 5% (42).
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VIl. RESULTADOS

Efecto conductual de la exposicion a agentes proinflamatorios durante la gestacion y
lactancia

La primera parte de este proyecto consistio en demostrar que la alimentacion con una
dieta alta en grasa y azucar durante el embarazo y la lactancia, promueve conductas
aberrantes asociadas con el TEA en la descendencia. Para este objetivo empleamos un
modelo de programacion nutricional previamente publicado en nuestro grupo de trabajo
[152]. Se expuso a ratones hembra de la cepa C57BL6 a una dieta hipercal6rica durante 3
semanas previas al apareamiento, las 3 semanas de gestacién y 3 de lactancia, y como control
positivo se utilizé un modelo de activacion inmune materna con Poly I:C, como se describe
en la literatura [4]. La caracterizacion conductual a la edad de 2 meses de la descendencia de
ratones se determind usando la prueba de sociabilidad de 3 cAmaras. En esta prueba se espera
que un individuo sano exhiba mayor tiempo de interaccion con el sujeto desconocido (raton)
en comparacion con el objeto inanimado (figura de plastico). Nuestros resultados indican que
los ratones macho del grupo control muestran incremento en el tiempo de interaccion con el
raton desconocido, mientras que se observa reduccion del tiempo con el objeto inanimado
(Figura 11 A y B). Por su parte, la descendencia del grupo de machos expuestos a
programacion con Poly I:C, no presentan cambios en el tiempo de interaccion con el ratdn
desconocido, ni con el objeto inanimado (Figura 11 Ay B). Finalmente, la descendencia de
machos programados con dieta CAF presentan menor tiempo de interaccién con el sujeto
desconocido, sin afectarse su interaccion con el objeto inanimado (Figura 11 Ay B). Al
analizar el grado de interaccion con el objeto inanimado, identificamos que los grupos Poly
I:C y CAF poseen un mayor grado de interaccion con el objeto inanimado en comparacion

con el control (Figura 11C), y exhiben un menor grado de interaccion con el raton
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desconocido al compararse con el grupo control (Figura 11D). De este modo, identificamos
que la programacion fetal con los estimulos de Poly I:C y cafeteria inducen en su
descendencia un menor grado de socializacion que la descendencia del grupo control, un

trastorno conductual presente en el trastorno del espectro autista.
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Figura 11. Resultados de la prueba de sociabilidad en machos. A) Grafica de
comparacion del tiempo en segundos que pasaron los roedores en la camara del objeto
inanimado cuando estaba vacia VS cuando se colocd el objeto (n= 24 CON, 25 Poly I:C,
25 CAF, prueba T de student, la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
***p<0.005). B) Grafica de comparacion del tiempo en segundos que pasaron los
roedores en la camara del sujeto sociable cuando estaba vacia VS cuando se colocé al
sujeto sociable (n=24 CON, 25 Poly I:C, 25 CAF; prueba T de student, la grafica muestra
datos normalizados de la media + EE; ***p<0.005). C) Grafica del grado de interaccion
con el objeto inanimado de los 3 grupos experimentales (n= 24 CON, 25 Poly I:C, 25
CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
***n<0.005). D) Gréfica del grado de interaccion con el sujeto sociable de los 3 grupos
experimentales (n= 24 CON, 25 Poly I:C, 25 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra
datos normalizados de la media + EE; ***p<0.005).
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La caracterizacion de conducta de sociabilidad de las hembras del grupo control
muestran un incremento en el tiempo de interaccion con el sujeto desconocido, sin mostrar
cambios en el tiempo de interaccion con el objeto inanimado (Figura 12 A 'y B). Por otra
parte, la descendencia de hembras del grupo Poly I:C no present6 cambios en el tiempo de
interaccion con el sujeto desconocido, ni con el objeto inanimado. Para el caso de la
descendencia del grupo CAF muestra reduccion en el tiempo de interaccion con el sujeto
desconocido, sin mostrar cambios en la interaccion con el objeto (Figura 12 A y B).
Analizando el grado de interaccién con el sujeto desconocido se identificd que, de forma
similar a la observada con la descendencia de machos, las hembras programadas con Poly
I.C y dieta CAF exhiben un menor grado de interaccion social que el grupo control (Figura
12 D). Sin embargo, a diferencia del grupo CAF, solo el grupo de hembras Poly I:C presentan
un mayor grado de interaccion con el objeto inanimado, al ser comparado con el control
(Figura 12 C). De este modo podemos concluir que similar al grupo de los machos, las
hembras provenientes de la programacion con agentes proinflamatorias durante el embarazo
y lactancia, presentan una reduccion en su grado de sociabilidad, una caracteristica clave en

el trastorno del espectro autista [153].
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Figura 12. Resultados de la prueba de sociabilidad en hembras. A) Gréafica de
comparacion del tiempo en segundos que pasaron los roedores en la camara del objeto
inanimado cuando estaba vacia VS cuando se colocd el objeto (n= 24 CON, 11 Poly
I:C, 26 CAF, prueba T de student, la grafica muestra datos normalizados de la media
+ EE). B) Gréfica de comparacion del tiempo en segundos que pasaron los roedores
en la cdmara del sujeto sociable cuando estaba vacia VS cuando se coloco al sujeto
sociable (n= 24 CON, 11 Poly I:C, 26 CAF; prueba T de student, la gréfica muestra
datos normalizados de la media + EE; **p<0.01). C) Gréfica del grado de interaccion
con el objeto inanimado de los 3 grupos experimentales (n= 24 CON, 11 Poly I:C, 26
CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
*p<0.05, **p<0.01). D) Gréafica del grado de interaccion con el sujeto sociable de los
3 grupos experimentales (n= 24 CON, 11 Poly I:C, 26 CAF; ANOVA dos vias; la
grafica muestra datos normalizados de la media + EE; ***p<0.005).

Posterior a la caracterizacion de la conducta sociable, realizamos la prueba del
entierro de canicas con la finalidad de identificar conducta estereotipada. En esta prueba se
espera que los roedores entierren un porcentaje de canicas superior al 70%, que se interpreta
como la presencia de conducta estereotipada [13], o bien, que los sujetos muestren un
porcentaje de enterramiento de canicas de menos del 40%, también denota un trastorno
asociado con el autismo [154]. En este contexto, inicialmente determinamos que un rango

“normal” de canicas enterradas se encuentra entre el 40% y el 70%. Los resultados indican
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que la descendencia de machos del grupo administrado con Poly I:C mostré un porcentaje de
canicas enterradas menor al 40% al compararse con el control, el cual enterr6 un promedio
del 55% de canicas (Figura 13A). Por su parte, el grupo CAF enterro el 77% de las canicas,
lo cual representa un porcentaje mayor que el mostrado por el grupo control (Figura 15A).
En la descendencia de hembras no se identificaron diferencias significativas en el
porcentaje de canicas enterradas comparando la descendencia del grupo Poly I:C y la
descendencia de dieta CAF al compararse contra el control (Figura 13B). Estos datos nos
indican un claro dimorfismo sexual en una conducta estereotipada en los grupos programados
con Poly I:C y dieta de cafeteria, demostrando que las hembras son mas resistentes a

presentar este rasgo conductual presente en el autismo.
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Figura 13. Prueba de entierro de canicas. A) Porcentaje de canicas enterradas por
los grupos de programacion control (55%), Poly I:C (20%), CAF (80%) en machos
(n= 24 CON, 25 Poly I:C, 25 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos
normalizados de la media + EE; **p<0.01, ***p<0.005). B) Porcentaje de canicas
enterradas por los grupos de programacion control (50%), Poly I:.C (48%), CAF
(55%) en hembras (n= 24 CON, 11 Poly I:C, 26 CAF; ANOVA dos vias; la gréfica
muestra datos normalizados de la media + EE).
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Finalmente, se empleo la prueba de campo abierto para identificar alteraciones en la
movilidad. La descendencia de los grupos Poly I:C y CAF presentan mayor tiempo de
ubicacion (20 segundos) en las orillas (Figura 14A) y menor tiempo (20 segundos) en el
centro de la arena (Figura 14B), al compararse con el control, sin cambios en el porcentaje
de actividad (Figura 14C) y en la distancia total recorrida (Figura 14D). De esta manera
confirmamos la presencia de un fenotipo similar a la ansiedad en nuestros modelos de
programacion.

El andlisis del campo abierto en la descendencia de las hembras muestra que el grupo
CAF presento un incremento en el tiempo que paso en las orillas (10 segundos) (Figura 14E)
y una reduccion en el tiempo que paso en el centro (15 segundos) (Figura 14F) al compararse
con su respectivo control. Por su parte, la descendencia del grupo Poly I:C no exhibid
cambios en el porcentaje de actividad (Figura 14 E, F, G), y en la distancia total recorrida
(Figura 14H). Nuevamente, estos datos corroboran el dimorfismo sexual presente en las

conductas aberrantes presentes en el TEA.
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Figura 14. Prueba de campo abierto. A) Tiempo en segundos que pasaron los machos
de los grupos CON, Poly I:C y CAF en las orillas de la arena (n= 24 CON, 25 Poly I:C,
25 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
***n<0.005). B) Tiempo en segundos que pasaron los machos de los grupos CON, Poly
I:C y CAF en el centro de la arena (h= 24 CON, 25 Poly I:C, 25 CAF; ANOVA dos
vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE; **p<0.01, ***p<0.005).
C) Porcentaje de actividad presentado por los machos de los grupos CON, Poly I:C y
CAF durante los 10 min de la prueba (n= 24 CON, 25 Poly I:C, 25 CAF; ANOVA dos
vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE). D) Distancia total
recorrida en metros por los machos de los grupos CON, Poly I:C y CAF durante los 10
min de la prueba (n= 24 CON, 25 Poly I:C, 25 CAF; ANOVA dos vias; la gréfica
muestra datos normalizados de la media + EE). E) Tiempo en segundos que pasaron las
hembras de los grupos CON, Poly I:C y CAF en las orillas de la arena (n= 24 CON, 11
Poly I:C, 26 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media
+ EE; *p<0.05). F) Tiempo en segundos que pasaron las hembras de los grupos CON,
Poly I:C y CAF en el centro de la arena (n= 24 CON, 11 Poly I:C, 26 CAF; ANOVA
dos vias; la gréfica muestra datos normalizados de la media + EE; *p<0.05). G)
Porcentaje de actividad presentado por las hembras de los grupos CON, Poly I:C y CAF
durante los 10 min de la prueba (n=24 CON, 11 Poly I:C, 26 CAF; ANOVA dos vias;
la grafica muestra datos normalizados de la media + EE; **p<0.01). H) Distancia total
recorrida en metros por las hembras de los grupos CON, Poly I:C y CAF durante los 10
min de la prueba (n= 24 CON, 11 Poly I:C, 26 CAF; ANOVA dos vias; la grafica
muestra datos normalizados de la media + EE).
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La programacion nutricional por dieta de cafeteria promueve inflamacion periférica
sin cambios en el perfil de citocinas en la corteza somatosensorial primaria (SSP)

Posterior a la caracterizacion de los trastornos conductuales asociados con el TEA
en la descendencia de machos de madres expuestas a Poly I:C y a dieta CAF, procedimos a
identificar si la exposicidn a un ambiente proinflamatorio durante la gestacion y lactancia es
suficiente para favorecer la acumulacion de citocinas proinflamatorias en plasma. Nuestros
resultados indican que la descendencia de los machos del grupo CAF exhibieron una
reduccion del 75% en la concentracion periférica de IL-1p (Figura 15A) e IL-6 (Figura 15C),
mientras que IL-4 (Figura 15B), IL-12(p70) (Figura 15D), IL-17, INF-y, GM-CSF y TNF-a
(Figura 15F-1) incrementan sus niveles de expresion en comparacion al control. De interés,
la MCP-1 (Figura 15J) mostrd 4 veces mayor expresion a la observada en el control. Por su
parte, la descendencia del grupo de machos programados con Poly I:C solo presento
incremento en la expresion de IL-12(p70) (Figura 15D) y MCP-1(Figura 15J). De las
citocinas analizados en machos, TNF-a y MCP-1 fueron las que mostraron los cambios mas
significativos en el grupo CAF (Figura 15K). En las hembras pudimos observar el efecto
contrario, los grupos CAF y Poly I:C exhibieron una reduccion en la concentracion sérica de
IL-1B (Figura 16A) e IL-6 (Figura 16C), 1L-12(p70) (Figura 16D), GM-CSF (Figura 16H),
TNF-a and MCP-1 (Figura 161 y J), con disminucion en la concentracion de 1L-13 (Figura
16E) e INF-y (Figura 16G), sin cambios en IL-4 (Figura 16B) e IL-17 (Figura 16F). De forma
interesante, las citocinas que presentaron una mayor reduccion en la descendencia de los

grupos Poly I:C y dieta CAF, fueron TNF-o. y MCP-1 (Figura 16K).
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Figura 15. Perfil de expresion de citocinas proinflamatorias en el plasma de los
machos pertenecientes a los grupos CON, Poly I:C y CAF. A) IL-1B. B) IL-4. C)
IL-6. D) IL-12(p70). E) IL-13. F) IL-17. G) INF-y. H) GM-CSF. I) TNF-a. J) MCP-
1. K) Mapa de calor del perfil de expresion de citocinas inflamatorias en el plasma de
machos. (n=12 CON, 16 Poly I:C, 10 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos
normalizados de la media + EE; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005).

58|Pagina



A) B) )

25 1L-1p 4 1L-4 8 1L-6
4 20 I * 3 M == == o ol —=F
% 15 *x [T % : \3 4 *k K
210 = g 8 1T mE
5 1 2
0 - 0 0
CON Poly I1:C CAF CON Poly 1:C CAF CON Poly 1:C CAF
D) E) F)
50 IL-12 (p70) 50 I-13 "
= IL-17
0 )
-14 ke d N = ¢ M- e =
£30 X £ 30 5 = == =
=) o t["l ) %k B
220 F 20 = =
10 10 5
¥ con Poly 1:C CAF " CON Poly I:C CAF " CON Poly :C CAF
G) H 1)
10 INF-y 4y ) 80 GM-CSF 15 TNF-a
8 =F
- —L "'160 T - 1 ==
& 4| [ T a *_T_* B 2 . —
2 = 20 =i @ * | \ o
0 == > 0
CON Poly 1:C CAF CON Poly 1:C CAF CON Poly 1:C CAF
J) K)
110
% IL-18
MCP-1 11.-4
—
310l e 1L-6 85
c i IL-12 (p70)
= ‘
=% 50 = 1n.-13 60
) | | e 1L-17
o - ! 35
CON Poly 1:C CAF GM-CSF
TNF-q
MCP-1 10

CON  Poly I:.C C

Figura 16. Perfil de expresion de citocinas proinflamatorias en el plasma de las
hembras pertenecientes a los grupos CON, Poly I:Cy CAF. A) IL-1B. B) IL-4. C) IL-
6. D) IL-12(p70). E) IL-13. F) IL-17. G) INF-y. H) GM-CSF. I) TNF-a. J) MCP-1. K)
Mapa de calor del perfil de expresion de citocinas inflamatorias en el plasma de hembras.
(n=13 CON, 9 Poly I:C, 9 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados
de la media + EE; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005).
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De acuerdo con la literatura, el modelo de conducta similar al autismo inducido por
activacion inmune materna (MIA) por Poly I:C propicia una reduccién en el nimero de
neuronas presentes en la corteza somatosensorial acompariado por asociabilidad, conducta
estereotipada y ansiedad [4, 13]. Por esta razon, nos preguntamos si nuestro modelo de
programacion por exposicion a dieta CAF podria incrementar la expresion de las citocinas
proinflamatorias a nivel de la corteza somatosensorial, similar a las que identificamos en la
periferia. Inesperadamente, no encontramos cambios en el perfil de expresion de IL-1p, IL-
6, IL-12(p70) y TNF-o (Figura 17A-D) en la region SSP, pero si observamos una
disminucion estadisticamente significativa (26%) en los niveles de MCP-1 en el grupo Poly
I:.C y del 33% en el grupo CAF (Figura 17E). Se conoce que las citocinas periféricas son
capaces de activar cruzar la barrera hematoencefélica y activar poblaciones neuronales
selectivas dentro del SNC [102, 106]. Con base en esta informacion, determinamos si la
modulacion de los niveles de MCP-1, quién representa la quimiocina mas altamente
acumulada en el plasma de la descendencia de los sujetos programados con dieta CAF, puede

modificar la conducta sociable.
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Figura 17. Perfil de expresién de citocinas proinflamatorias en la corteza
somatosensorial primaria (SSP) de los machos pertenecientes a los grupos CON,
Poly I:Cy CAF. A) IL-1B. B) IL-6. C) IL-12(p70). D) TNF-a. E) MCP-1. (n=10 CON,
9 Poly I:C, 8 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media
+ EE; *p<0.05).

La administracion de un anticuerpo neutralizante contra MCP-1 promueve cambios
en el volumen de SSP y CbX y reestablece el grado de sociabilidad en la descendencia
del grupo CAF

Para confirmar el efecto de la neutralizacién de la via MCP-1, realizamos la inyeccion
intraperitoneal de un anticuerpo neutralizante contra MCP-1 a ratones macho que muestran
conducta no sociable. Siguiendo el esquema de administracion descrito en la Figura 9,
identificamos que la administracion con solucion salina (CONs) a la descendencia de machos
expuestos a dieta CAF no reduce la interacciéon con el objeto inanimado (Figura 18A), y

tampoco incrementa el tiempo de interaccion con el raton desconocido (Figura 18B), en
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comparacion con los sujetos del grupo control (CON). De manera notable, la administracion
de anticuerpo neutralizante contra MCP-1 (CONAc, 1.6ug/5 dias) a la descendencia no
sociable de grupo CAF reduce la interaccion con el objeto, y mejora parcialmente el tiempo
de interaccion con el sujeto desconocido (Figura 18A-B). Si bien, al analizar el grado de
interaccion social los grupos CAF, CAFs y CAFAc presentaron hasta tres veces mas
interaccion con el objeto inanimado en comparacion a sus respectivos controles (Figura 18C),
solo los grupos CAF y CAFs muestran un grado de socializacion de una y dos veces menor,
respectivamente, que sus controles (Figura 18D). Por su parte, la descendencia del grupo
CAF administrada con anticuerpo neutralizante contra MCP-1 no presento diferencia
significativa contra el grupo CONAc, aunque exhibe una reduccién significativa al
compararse contra el grupo CON (Figura 18D) y una tendencia (p=0.056) al aumento del
grado de interaccion social al compararse con los grupos CAF y CAFs (Figura 18C y D).
Estos datos confirman que la administracién de anticuerpo neutralizante contra el MCP-1
muestra mejoria parcial en el grado de sociabilidad de los roedores programados por dieta de

cafeteria.
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Figura 18. Resultados de la prueba de sociabilidad de los grupos administrados con
solucion salina o 1.6 pg de anticuerpo contra MCP-1 por 5 dias. A) Grafica de
comparacion del tiempo en segundos que pasaron los roedores en la camara del objeto
inanimado cuando estaba vacia VS cuando se colocé el objeto (n=5 en todos los grupos,
prueba T de student, la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
***n<0.005). B) Grafica de comparacion del tiempo en segundos que pasaron los
roedores en la camara del sujeto sociable cuando estaba vacia VS cuando se coloco al
sujeto sociable (n=5 en todos los grupos; prueba T de student, la grafica muestra datos
normalizados de la media + EE; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005). C) Gréafica del grado
de interaccién con el objeto inanimado de los 6 grupos experimentales (n= 5 en todos los
grupos; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
**p<0.01, ***p<0.005). D) Gréfica del grado de interaccion con el sujeto sociable de los
6 grupos experimentales (n=5 en todos los grupos; ANOVA dos vias; la grafica muestra
datos normalizados de la media + EE; *p<0.05, ***p<0.005).
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Durante el desempefio de los modelos en la prueba de entierro de canicas se identificd
que los grupos CAF, CAFs y CAFAc enterraron un 87%, 82% y 83% de las canicas,
respectivamente, dando una diferencia estadisticamente significativa en comparacién a sus
respectivos controles (Figura 19A). Estos datos indican que la administracion de 1.6p/g5 dias
de Ac contra MCP-1 no tiene efecto en la conducta repetitiva/estereotipada de nuestro
modelo de TEA. En el caso de la prueba de campo abierto, los grupos CAF y CAFs
presentaron mayor tiempo en las orillas de la arena (40 segundos) en comparacién con el
grupo control. Ademas, el grupo CAFAc no mostro diferencia significativa en el tiempo en
las orillas en comparacion a los controles (Figura 19B). Los grupos CAF y CAFs presentaron
una reduccion estadisticamente significativa en el tiempo en el centro de la arena al
compararse con los controles; sin cambios en el grupo CAFAc (Figura 19C). Finalmente, los
grupos CAF, CAFs y CAFAc muestran menor porcentaje de actividad (Figura 19D) y de
distancia total recorrida (Figura 19E) a la obtenida por los grupos control. Estos resultados
proponen que la administracion del anticuerpo neutralizante contra MCP-1 revirtié de forma
parcial la interaccion con el objeto inanimado y el fenotipo de ansiedad observado en los

ratones programados con dieta CAF.
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Figura 19. Prueba de entierro de canicas y campo abierto de los grupos
administrados con solucion salina o 1.6 pg de anticuerpo contra MCP-1 por 5 dias.
A) Porcentaje de canicas enterradas por los grupos de programacién CON (55%), CAF
(85%), CONSs (55%), CAFs (80%), CON Ac (50%), CAF Ac (80%) (n= 5 en todos los
grupos; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
*p<0.05). B) Tiempo en segundos que pasaron los machos, administrados con solucion
salina o anticuerpo neutralizante, en las orillas de la arena (n= 5 en todos los grupos;
ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE; ***p<0.005).
C) Tiempo en segundos que pasaron los machos, administrados con solucién salina o
anticuerpo neutralizante, en las orillas el centro del a arena (n= 5 en todos los grupos;
ANOVA dos vias; la gréfica muestra datos normalizados de la media + EE; ***p<0.005).
D) Porcentaje de actividad presentado por los machos administrados con solucion salina o
anticuerpo neutralizante durante los 10 min de la prueba (n= 5 en todos los grupos;
ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE; ***p<0.005).
E) Distancia total recorrida en metros por los machos administrados con solucion salina o
anticuerpo neutralizante durante los 10 min de la prueba (n= 5 en todos los grupos;
ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE; *p<0.05,
***p<0.005).

Con esta evidencia, decidimos realizar un segundo protocolo de administracién de
anticuerpo neutralizante contra MCP-1 incrementando la dosis de 1.6pg a 8ug, como se
detalla en la Figura 9B-E. Los resultados indican que la administracion i.p. de 8ug de

anticuerpo neutralizante contra el MCP-1 decrece la interaccion con el objeto inanimado
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similar al grupo control y al administrado con el anticuerpo IgG isotipo (CAFAc vs CON, vs
CONi) (Figura 20A). Los grupos CON y CONi mostraron un incremento en la interaccion
con el sujeto desconocido (Figura 20B). Por su parte, el grupo CAFi decrece eficientemente
su interaccion con el objeto inanimado y aumenta la interaccion con el sujeto desconocido a
valores similar al control (Figura 20B) (Figura 20C y D). Estos datos evidencian de forma
contundente que la administracion de un anticuerpo neutralizante contra MCP-1 reestablece

la sociabilidad de individuos programados con dieta de cafeteria.
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Figura 20. Resultados de la prueba de sociabilidad de los grupos administrados con
anticuerpo isotipo IgG o 8 pg de anticuerpo contra MCP-1 por 3 dias. A) Gréfica de
comparacion del tiempo en segundos que pasaron los roedores en la cdmara del objeto
inanimado cuando estaba vacia VS cuando se coloc6 el objeto (h= 8 CONc, 8 CONi, 4
CAFi, 8 CAF Ac; prueba T de student, la grafica muestra datos normalizados de la media
+ EE; *p<0.05, ***p<0.005). B) Gréfica de comparacion del tiempo en segundos que
pasaron los roedores en la cdmara del sujeto sociable cuando estaba vacia VS cuando se
coloco al sujeto sociable (n=8 CONCc, 8 CONi, 4 CAFi, 8 CAF Ac; prueba T de student,
la gréfica muestra datos normalizados de la media + EE; *p<0.05). C) Grafica del grado
de interaccién con el objeto inanimado de los 4 grupos experimentales (n= 8 CONCc, 8
CONi, 4 CAFi, 8 CAF Ac; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de
la media + EE; **p<0.01, ***p<0.005). D) Gréfica del grado de interaccion con el sujeto
sociable de los 4 grupos experimentales (n= 8 CONc, 8 CONi, 4 CAFi, 8 CAF Ac;
ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE; **p<0.01,
***n<0.005).
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En la prueba de entierro de canicas obtuvimos resultados similares, el grupo CAFi
enterré un 77% de las canicas, siendo porcentaje significativamente mayor que los controles
que enterraron 55% (CON) y 60% (CONI) de las canicas y que el grupo CAFAC que enterro
un 47% de las canicas (Figura 21A). Por otra parte, en la prueba de campo abierto no se
identificaron diferencias significativas en el tiempo que pasan los sujetos en las orillas de la
arena posterior a la administracion de anticuerpo contra MCP-1 (grupo CAFAc vs Control)
(Figura 21B), sin embargo, se observa reduccion significativa en el tiempo que pasaron en el
centro de la arena los grupos CONi, CAFi y CAFAc comparados con el control (Figura 21C).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos
cuando se cuantifico el porcentaje de actividad (Figura 21D) y la distancia total recorrida
(Figura 21E). Estos resultados, nos motivan a concluir que la administracion del anticuerpo
neutralizante contra MCP-1 mejora la conducta repetitiva/estereotipica en la descendencia

programada con dieta CAF y reestablece de manera parcial el fenotipo de ansiedad.

68|Pagina



A) B) C)
Tiempo en las orillas Tiempo en el centro
Z 100, e e e 800 50
<
£ s 7 - * 70 I
=78 \ = 600 -~ ‘
& . —
z = g B 2 30 Tk
2 50 £ 400 -] 2k kkw
& 2 S =
3 25 = 200 10| | ‘
|
s
225N 0 ol
LY - A A < - P > 3
- NS ~\ ¢ o T ~ - KB S N . ¥
& & @ o S & & g & & & s
L C LES < C
o
100 reti aEme  smmm =49
23
- =3
3 E
= S
= o
T 50 2 20
< =
\! -
® S
x
(=]
- - <> & - PO\ < <
o N N » QO e~ o ¥
fox C U;& C & ¢ ‘;;

Figura 21. Prueba de entierro de canicas y campo abierto de los grupos
administrados con solucion salina o 8 pg de anticuerpo contra MCP-1 por 3 dias.
A) Porcentaje de canicas enterradas por los grupos de programacion CON (55%), CONi
(60%), CAFi (77%), CAF Ac (47%) (n=8 CONCc, 8 CONi, 4 CAFi, 8 CAF Ac; ANOVA
dos vias; la gréfica muestra datos normalizados de la media + EE; *p<0.05,
***p<0.005). B) Tiempo en segundos que pasaron los machos, administrados con
anticuerpo isotipo 1gG o anticuerpo neutralizante, en las orillas de la arena (n=8 CONCc,
8 CONIi, 4 CAFi, 8 CAF Ac; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados
de la media + EE; *p<0.05). C) Tiempo en segundos que pasaron los machos,
administrados con anticuerpo isotipo IgG o anticuerpo neutralizante, en las orillas el
centro del a arena (n= 8 CONc, 8 CONi, 4 CAFi, 8 CAF Ac; ANOVA dos vias; la
grafica muestra datos normalizados de la media + EE; **p<0.01, ***p<0.005). D)
Porcentaje de actividad presentado por los machos administrados con anticuerpo isotipo
IgG o anticuerpo neutralizante durante los 10 min de la prueba (n= 8 CONc, 8 CONi, 4
CAFi, 8 CAF Ac; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media
+ EE). E) Distancia total recorrida en metros por los machos administrados con
anticuerpo isotipo 1gG o anticuerpo neutralizante durante los 10 min de la prueba (n=8
CONc, 8 CONi, 4 CAFi, 8 CAF Ac; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos
normalizados de la media + EE).

69|Pagina



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

En la siguiente serie de experimentos determinamos si la mejoria conductual de los
sujetos posterior a la administracion periférica del anticuerpo contra MCP-1, se relaciona con
la modulacion estructural del cerebro. Identificamos que la administracion del anticuerpo
contra MCP-1 promovié cambios estructurales significativos en 9 regiones cerebrales que se
especifican en la Tabla 4. De las 9 regiones, la corteza somatosensorial primaria (SSP) y el
I6bulo 10 del cerebelo muestran el mayor incremento y decremento comparado con el
control, respectivamente (Figura 22A). La SSP muestra 50% de aumento de volumen en el
grupo CONACc al compararlo con CON, y alcanza un incremento del 200% al comparar
CAFACc contra el grupo CAF (Figura 22B). Por su parte, la region del 16bulo 10 del cerebelo
(CbX) decrece hasta 200% en el grupo CONAc y el CAFAc (Figura 22A y C). No existen

diferencias significativas al comparar CONs y CAFs (Figura 22C).
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Figura 22. Gréficos del Andlisis por Resonancia Magnética Nuclear Morfométrica
en base a deformacion del grupo administrado con 1.6 pg de anticuerpo contra
MCP-1 por 5 dias. A) cambio de volumen de la corteza somatosensorial primaria (SSP)
y I6bulo 10 del cerebelo (CbX) al comparar los grupos administrados con anticuerpo
contra los no administrados; el color rojo indica incremento de volumen y el color azul
indica disminucion. B) Gréfica de jacobianos donde se compara el cambio de volumen
en SSP de los grupos control y cafeteria administrados con solucion salina o anticuerpo
contra los grupos sin tratamiento (n=5 en todos los grupos; ANOVA dos vias; la grafica
muestra datos normalizados de la media + EE; ***p<0.005). C) Gréfica de jacobianos
donde se compara el cambio de volumen en CbX de los grupos control y cafeteria
administrados con solucién salina o anticuerpo contra los grupos sin tratamiento. (n=5
en todos los grupos; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la
media + EE; *p<0.05, p<0.05 VS CON-CAF, #p<0.01 VS CON-CAF, ®p<0.01 VS Sal-
CAF).
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Tabla 4. Regiones que presentaron cambio de volumen en los grupos CON y CAF
administrados con anticuerpo neutralizante de MCP-1 por 5 dias

Region Hemisferio Cambio de volumen Valor de t
qutezg somatosensorial Derecho Aumento 5.538
primaria

Mesencéfalo Derecho Aumento 4.667
L6bulo 6 del cerebelo Derecho Aumento 4.416
Lobulo 10 del cerebelo Izquierdo Disminucion -5.795
L6bulo 8 del cerebelo Derecho Disminucion -5.058
Pedlnculo cerebral Derecho Disminucion -4.466
Peddnculo cerebral Izquierdo Disminucion -4.422
Medula Izquierdo Disminucion -4.356
Medula Derecho Disminucion -4,137
Floculo Izquierdo Disminucion -4.058

En la siguiente serie de experimentos determinamos si la mejoria conductual de los
sujetos posterior a la administracion periférica del anticuerpo contra MCP-1, se relaciona con
la modulacion sistémica y central del perfil proinflamatorio. Con base en los resultados de
resonancia magnética, nos enfocamos en el perfil de citocinas del CbX. Los resultados
indican que la administracion periférica del anticuerpo contra MCP-1 no modifica la
concentracion de IL-1p (Figura 23A), IL-12(p70) (Figura 23C) y MCP-1 (Figura 23E) en los
grupos CAFi y CAFAc al ser comparados con los controles. De interés, el bloqueo de la via
MCP-1 reduce los niveles de IL-6 (Figura 23B) y TNF-a en comparacion al grupo control
(Figura 23D). Ademas, los resultados indican que el ChX de lo sujetos expuesto a dieta CAF
presentan incremento de 2.5 veces en la concentracion de IL-1p (Figura 23F), incremento del
50% en TNF-a (Figura 231) y reduccion del 25% en los niveles de MCP-1 (Figura 23J) en el

grupo CAF, sin cambios en IL-17, IL-6 (Figura 23H).
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Figura 23. Perfil de expresion de citocinas proinflamatorias en el plasma de
roedores administrados con 8ug/3 dias de anticuerpo neutralizante y perfil de
citocinas en CbX de los machos pertenecientes a los grupos CON, Poly 1:C y CAF.
A) IL-1B. B) IL-6. C) IL-12(p70). D) TNF-a. E) MCP-1. (n=8 CONc, 8 CONi, 4 CAFi,
8 CAF Ac; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005). F) IL-1B. G) IL-6. H) IL-12(p70). I) TNF-a. J) MCP-
1. (n= 10 CON, 9 Poly I:C, 8 CAF; ANOVA dos vias; la grafica muestra datos
normalizados de la media + EE; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005).
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Finalmente, decidimos comprobar si el incremento de volumen macroestructural,
observado en la SSP del modelo administrado con el anticuerpo neutralizante contra MCP-
1, estda acompafiado por modificaciones microestructurales en la morfologia de las células de
la microglia. Como se puede observar en la Figura 24, los grupos de roedores programados
con dieta CAF presentan una reduccién generalizada en el niamero de células Ibal+ (Figura
24A-E), conteo de ramificaciones y terminaciones dendriticas (Figura 24F-G), al ser
comparados con el grupo control administrado con el anticuerpo isotipo. Es importante
recalcar, que el grupo CAF administrado con el anticuerpo contra MCP-1 presentd una
reduccion estadisticamente significativa en el nimero de terminaciones celulares al ser

comparado con el grupo CAF administrado con el anticuerpo isotipo (Figura 24G).
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Figura 24. La inoculacion sistémica de 8ug/3 dias de anticuerpo neutralizante
modifica la morfologia de las células de la microglia en SSP. Fotografias
representativas de inmunotinciones contra Ibal en SSP en roedores A) control (CON).
B) controles administrados con anticuerpo isotipo (CONi). C) programados con dieta
CAF y administrados con anticuerpo isotipo (CAFi). D) programados con dieta CAF y
administrados con anticuerpo neutralizante contra MCP-1 (CAF Ac). E) conteo de
células Ibal positivas (microglia). F) nimero de ramificaciones dendriticas en las células
Ibal positivas. G) numero de terminaciones dendriticas en las células Ibal positivas. (n=
5 por grupo. ANOVA dos vias; la grafica muestra datos normalizados de la media + EE;
**p< 0.01, ***p< 0.005 comparado contra CON; ###p< 0.005 comparado contra CONi;
op < 0.05 comparado contra CAFi).
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VIII. DISCUSION

En este trabajo experimental mostramos vias neuroinmunologicas dependientes del
sexo aparentemente involucradas en el comportamiento social en la descendencia de ratones.
Identificamos que la exposicion materna a una dieta rica en carbohidratos y grasa de origen
animal (CAF), que simula un alto valor energético, promueve un comportamiento similar al
autismo en la descendencia masculina, que involucran defectos en la interaccion social,
comportamiento estereotipado y un fenotipo ansiolitico. Ademas, confirmamos que la
exposicion a la dieta CAF promueve un aumento notorio en los niveles plasmaticos de MCP-
1 en la descendencia masculina que exhibe fenotipo similar al autismo. Particularmente, el
bloqueo sistémico de la sefializacion de MCP-1 por un anticuerpo neutralizante favorecié
cambios en el volumen macroscopico de SSP y CbX, y en la morfologia de la microglia y, el
restablecimiento de la interaccion social en la descendencia. Estos datos destacan a la via de
MCP-1 como un nuevo blanco inmunogénico de alimentos con un alto valor energético, los
cuales son capaces de producir alteraciones volumétricas cerebrales y morfoldgicas de la
microglia propiciando deficiencias en el comportamiento social de la descendencia
masculina.

El empleo de ratones para caracterizar conductas psiquidtricas ha sido un modelo
eficaz para reproducir algunos de los rasgos clinicos presentes en el humano. Nuestro modelo
de programacion fetal por exposicion a dieta de cafeteria reproduce defectos de interaccion
social (Figura 10), conducta estereotipica que induce un mayor porcentaje de canicas
enterradas (Figura 14A) y un fenotipo ansioso (Figura 13A-D), conductas clave en el
diagndstico del autismo [4, 13, 113]. Por su parte, la administracion de Poly I:C mostro
reduccion en su interaccion social y un fenotipo ansioso, mientras que el porcentaje de

canicas enterradas fue significativamente menor al control, un efecto totalmente contrario a
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lo reportado en diversos articulos [4, 13, 113]. Este hecho pudiera ser ocasionado por algun
tipo de disfuncion motriz [155], sin embargo los resultados de porcentaje de actividad y
distancia recorrida invalidan esta idea. Algunos otros autores reportan que el bajo porcentaje
de canicas enterradas puede deberse a una respuesta de ansiedad ante un ambiente novedoso
[154]. Concebimos que ésta pudiera ser la explicacion méas probable en nuestro modelo,
considerando que los modelos presentan un fenotipo de ansiedad de acuerdo con la prueba
de campo abierto.

Confirmando los resultados identificados en la descendencia de machos, la
descendencia de hembras del grupo de cafeteria mostrd baja sociabilidad (Figura 11), sin
cambios en el porcentaje de canicas enterradas (Figura 12B) y ni en el fenotipo parecido a la
ansiedad (Figura 13E-H). Por su parte, las hembras del grupo Poly I:C, presentaron baja
sociabilidad (Figura 13), sin cambios en el porcentaje de canicas enterradas (Figura 12B) ni
en la ansiedad (Figura 13E-H). Estos datos indican que la severidad de la conducta
estereotipada y la ansiedad en las hembras de los grupos programados es menor a la
observada en los machos. Estos datos confirman lo que se observa en la poblacién humana,
evidenciando que los varones poseen un riesgo casi 5 veces mayor a presentar TEA [103].
Por este motivo podemos concluir que la exposicion materna a una dieta rica en grasas y
azucares durante el periodo pregestacional, gestacional y lactancia es un factor de riesgo para
el desarrollo de conductas aberrantes criticas en el TEA en la poblacion masculina de nuestro
modelo murino.

La exposicion materna a una dieta rica en grasas y azUcares también induce
incremento en el perfil de citocinas que incluyen a la IL-17, IL-1B, TNF-a y MCP-1 en la
descendencia macho (Fig. 16), las cuales han sido reportadas en modelos murinos, primates
no-humanos y humanos con ASD [4, 13, 156]. Las hembras mostraron un perfil totalmente

contrario al de los machos, en donde se observo disminucion en la concentracion de IL-18,
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GM-CSF, TNF-a y MCP-1 [105, 157]. Estos perfiles de citocinas podrian estar asociadas
con la baja severidad del fenotipo de ansiedad y conducta estereotipada [158]. Entre las
citocinas que analizamos, la MCP-1 fue la que mostré el mayor incremento en concentracion,
llegando a superar por 4 veces la concentracion del control. Sabiendo esto y que su
incremento en plasma se ha asociado con el desarrollo de TEA en humanos y modelos
animales [110, 111, 159]. De forma interesante, un estudio realizado en 2020, demostré que
MCP-1 regula la sociabilidad en la descendencia de un modelo de programacion fetal por
estrés [159]. Si bien, al identificar el perfil de citocinas en SSP, encontramos una disminucién
de MCP-1 (Figura 16), es posible que se exhiban efectos selectivos dependiendo de la region
del SNC [157] y la edad del individuo [153]. Ademas, las citocinas pueden activar una
respuesta neuronal a través de los receptores de TNF-a e IL-1PB presentes en células del
endotelio cerebral y nervio vago [102] y con ello modular la conducta de sociabilidad.

Uno de los aportes mas importantes de este proyecto es la confirmacion de que la
administracion de un anticuerpo neutralizante contra MCP-1 reestablece la conducta sociable
en los modelos murinos. De interés, nuestros resultados indican que el efecto del anticuerpo
neutralizante contra MCP-1 es dependiente de su concentracién. A la dosis de 1.6pg mejora
parcialmente la conducta sociable, mientras que a la dosis de 8ug reestablece la conducta
sociable, sin cambios en los parametros de ansiedad y entierro de canicas. EI mejoramiento
de la conducta sociable correlaciona con incremento de volumen de la SPP y disminucion de
volumen en CbX, ambas regiones previamente involucradas en el ASD [13, 160]. De interes,
estos cambios fueron observables solo en los grupos administrados con el anticuerpo,
independientemente de la dieta lo que sugiere que el anticuerpo modula el volumen cerebral
de regiones selectivas. En este contexto podemos proponer que MCP-1 participa de forma

mas estrecha en la sociabilidad de los individuos.
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Una de las principales hipotesis de nuestro proyecto fue demostrar que la
neuroinflamacién o acumulacion de citocinas proinflamatorias se observa en regiones
cerebrales involucradas en la conducta sociable. El analisis de la concentracion de citocinas
en el CbX de la descendencia de madres expuestas a Poly I:C o dieta CAF exhibe decremento
de MCP-1 (Figura 21J), e incremento de IL-1 y TNF-a (Figura. 21 F e 1). Estos resultados
parecen contradictorios puesto que MCP-1 regula de forma positiva la expresion de los genes
de TNF-a e IL-1P en el CNS [161-163] y estos, a su vez, ejercen una retroalimentacion
positiva promoviendo la produccion de MCP-1[164, 165]. Sin embargo, el efecto modulador
de la sefial ejercida por el MPC-1 podria no activarse en el cerebro, ya que es conocido que
interleucinas producidas a nivel central, como IL-1f, inducen la expresion de TNF-a, IL-1
y MCP-1 en el higado a través de vesiculas extracelulares [166], las cuales pueden exacerbar
la inflamacidn en otras regiones criticas en el TEA mediante la interaccién con el nervio vago
o promover inflamacion directamente en los drganos circunventriculares [102]. Esta
hipotesis es apoyada por la reduccion observada de TNF-a en el plasma de los roedores
administrados con el anticuerpo neutralizante (Figura 21D) y que su concentracion en plasma
esta positivamente correlacionada con la severidad del TEA en humanos [167, 168].
Finalmente, identificamos que la sefializacion de MCP-1 también regula la plasticidad
morfoldgica de la microglia en la descendencia diagnosticada con una conducta similar al
TEA. Analisis morfoldgicos de la microglia presente en la SSP de la descendencia macho
programada con dieta CAF mostré un fenotipo activado, un cuerpo celular agrandado, y
reduccion en el nimero, grosor y longitud de las ramificaciones. Reportes indican que la
sobreexpresion de MCP-1 en ratones promueve un aumento de la reactividad hacia Iba-1
[169]. Ademas, se sabe que la microglia sufre un proceso de polarizacién hacia un estado
reactivo en respuesta a infeccion o lesiones [170]. Ademé&s, modelos murinos de

encefalomielitis autoinmune experimental [171] y en ratones con bigotes recortados
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unilateralmente [172] han reportado activacion de la microglia en la region cortical SSP, lo
que sugiere que la plasticidad morfologica de la microglia responde a estimulos sensoriales
externos. De acuerdo con analisis previos de la dimension fractal de la morfologia de la
microglia, la microglia activa de nuestro estudio parece imitar una etapa previa al fenotipo
reactivo que presenta caracteristicas inflamatorias y fagociticas [173].

Actualmente, es aceptado que un estimulo neuroinflamatorio promueve cuatro
parametros morfoldgicos en la microglia activa, que incluyen dimension fractal, lacunaridad
y densidad, en regiones selectivas del cerebro. El efecto de la inoculacion del anticuerpo
neutralizante de MCP-1 en la morfologia de la microglia, en nuestro estudio, evidencia que
estimulos prenatales modula la transicion morfolégica hacia un fenotipo activo en SPP,
resultando en la mejoria del comportamiento social y disminucién de la ansiedad en ratones.
Un estudio reciente confirma nuestra propuesta mostrando que el estrés prenatal promueve
déficits en la sociabilidad y comportamiento similar a la ansiedad en la descendencia de
ratones carentes del receptor de MCP-1 [112]. De ser cierto, el bloqueo de la funcion MCP-
1 en el cerebro podria modular positivamente las vias cerebrales mejorando los
comportamientos relacionados con el autismo en la descendencia mucho expuesta a la dieta
CAF.

Una de las limitantes mas importantes de este estudio, radica en no logra establecer
con precision una asociacion molecular de la acumulacion de MCP-1 en plasma que favorece
los cambios volumétricos en la SSP y el CbX. Es necesario realizar una investigacion mas
extensiva para determinar un blanco molecular de MCP-1, que sea capaz de integrar los
cambios volumétricos y morfoldgicos observados en el cerebro y microglia, respectivamente,
con los defectos en la conducta social de la descendencia. Desafortunadamente para este
proyecto, todos los andlisis de escaner por resonancia magnética nuclear deben realizarse ex

vivo, por lo que nos es imposible determinar con precision una causalidad entre los cambios
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volumétricos en SSP y CbX y las variables inmunolodgicas y conductuales como si lo seria
en un estudio longitudinal. Por lo que se recomienda realizar un estudio a distintas etapas del

desarrollo en este mismo modelo.

IX. CONCLUSIONES

El presente estudio confirma que la exposicién a una dieta con alto valor cal6rico
durante la programacion fetal promueve el desarrollo de trastornos conductuales asociados
al autismo en la descendencia macho y, en menor grado, en la descendencia hembra.
Identificamos que la exposicion de dietas altas en grasa y azUcar favorece un claro perfil
proinflamatorio sistémico en la descendencia, en donde la quimiocina MCP-1 es la especie
de mayor relevancia. Notablemente, la modulacién de los niveles de MCP-1 mejora el
comportamiento social en la descendencia macho expuesta a dieta CAF durante la
programacién fetal asociado a cambios en la morfologia de la microglia y cambios
volumétricos en la SSP y el CbX.

El presente trabajo destaca la relevancia de las redes inmunogénicas asociadas a

cambios volumétricos del cerebro durante periodos criticos de desarrollo embrionario.
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X. PERSPECTIVAS

a. Modular la expresion de TNF-a en SSP y CbX para observar si existen

cambios en la conducta social de los roedores.

b. Buscar moléculas que inhiban la via MCP-1/TNF-a para su empleo como

tratamiento de TEA.

c. Explorar el papel de MCP-1y TNF-a en etapas tempranas del neurodesarrollo

(embarazo y lactancia) para proponer este mecanismo como un blanco para

tratamiento preventivo del TEA.
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