UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE BIOQUiMICA Y MEDICINA MOLECULAR
Q{ONOM
W

e

15 Tl \
ALERE FLAMM \
VERITATIS

EVALUACION DEL AYUNO INTERMITENTE EN LA MODULACION DE LA
NEUROINFLAMACION Y ACTIVIDAD DE LA MICROGLIA EN UN MODELO DE
CONDUCTA SEMEJANTE AL AUTISMO EN RATONES

TESIS

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTORADO EN CIENCIAS
CON ORIENTACION EN BIOLOGIA MOLECULAR E INGENIERIA GENETICA.

PRESENTA

M.C. Martin Gerardo Garcia Juarez

MONTERREY, NUEVO LEON. A AGOSTO DE 2024.



EVALUACION DEL AYUNO INTERMITENTE EN LA MODULACION DE LA
NEUROINFLAMACION Y ACTIVIDAD DE LA MICROGLIA EN UN MODELO DE
CONDUCTA SEMEJANTE AL AUTISMO EN RATONES

Comité de Tesis

A=

Dr. C. Alberto Camacho Morales

Director de tesis

7/
Dr. C. Antonio Ali Pérez Maya

Codirector de tesis

;,;/1,\/') g/\«/-)’\
Dra.<. Elsa N cy sarza 'l’rc\'iﬂ/

Miembro de la comision

Dra. C. ari.scla Garcia Hernandez

Afiembro de la comision

Dr. med. Felipe Arturo Morales Martinez

Subdirector de estudios de posgrado



AGRADECIMIENTOS

Primero que a nadie; a mis padres y mi hermana por su apoyo emocional, incondicional y

econémico, ya que gracias a ellos he logrado lo que tengo.

A mi comité de tesis por todas sus aportaciones: Dr. Camacho por el proyecto, Dr. Ali por
estar siempre al pendiente, Dra. Marisela por su apoyo, Dr. Francisco y Dra. Elsa por sus
aportaciones y correcciones. Y como apartado especial a la Dra. Elvira por ser un modelo para
seguir como persona, investigadora y docente. Dra. Carmen, nunca olvidaré sus platicas y

aprecio.
Al Dr. Octavio por su ayuda y colaboracion con la UNAM.

A mis amigos de Neurometabolismo: Dr. Roger, que fue quien me ensefi0 todo en el
laboratorio. Dra. Larisa, su gran amistad, Dr. Luis por su apoyo en todo lo de estadistica, al
MC. Alfredo por los buenos ratos, Dr. Daniel, obviamente a la LBG. Adamary y MCP.

César y futuro neurocirujano, por todo su apoyo académico y personal.

A mis amigos de CIIViM: Dra.Cynthia, MCP. Ali, MCP.Julio, Dr. Kame, Dra. Sonia, Dr.
Daniel, MC Verito, futura QCB. llse, M.C Daniel.

A mis amigos de la vida, porque sin ellos no la armaba: Bena, Omar, Servando, Rulo, Sadl,

Hiram, David (Honduras), Ernesto.
A los profesores que me motivaron a hacer el doctorado:

Dra. Carolina Martinez, Dra. Diana Zarate y Dr. Moisés Franco de Facultad de Ciencias

Bioldgicas
Dr. Pablo Villareal y Dr. José Gonzales Salinas (g.e.p.d) de Facultad de Veterinaria

Y sobre todo estos agradecimientos muy especiales a tres personas que le dieron sentido a todo

esto:



Dra. Ana Maria: gracias por todo su apoyo, por haberme motivado, inspirado y no dejar que

me rindiera.
Dra. Tania: mi mejor amiga, la compafiera de todo el doctorado, con quien nunca dejé de reir.

Dra. Blanca E. A: por muchas razones, por ensefiarme todo lo que sé de biogquimica, por
enamorarme de la docencia, de las ganas de ensefiar, por mostrarme que es lo que quiero hacer

toda la vida.

Por ultimo y més especial a mi Lisa, que no entiende ni sabe que dice aqui, pero que sin ella
ni siquiera tendria ganas de despertar.



DEDICATORIA

Para mi padre, mi madre y mi hermana.

Para Lisa.

Para mis abuelos.

Para mis amigos del laboratorio: Tania, Cynthia, Vero, Ali, Julio, Adamary, César, Alfredo.

Para mis amigos: Bena, Omar, Saul, Ernesto, Hiram, David (Honduras), Roger (Mi mentor),
Larisa.

Para mis profesores: Dra. Blanca, Dra. Ana, Dra. Marisela, Dr. Ali, Dr. Kame, Dra., Sonia

Para mis Rayados.



FINACIAMIENTO

El financiamiento para desarrollar el presente trabajo se obtuvo del CONAHCYT, como parte
de los proyectos Fondo Ciencia Basica 261420 y 255317. Ademas de la obtencion de beca de
doctorado del CONACYT para Martin Gerardo Garcia Juarez CVU. 631654

Este trabajo de investigacion se llevo a cabo gracias al apoyo econdmico y de infraestructura
del Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la
UANL.



AREA DE TRABAJO

El presente trabajo se llevo a cabo en el Departamento de Bioguimica y Medicina Molecular
de la Facultad de Medicina de la UANL vy el Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias
de la Salud (CIDICS), UANL bajo la direccion del Dr. C. Alberto Camacho Morales. Para los
andlisis del Beta-hidroxibutirato (BHB) se emplearon instalaciones del Laboratorio de
Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autdnoma de México y
Departamento de Fisiologia de la Nutricion, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion Salvador Zubiran.



Contenido

AGRADECIMIENTOS ...ttt b ettt b e b e e s be e st e e be e sbe e sbeesaneanbeaneas 1
DEDICATORIA .ttt bt bbbttt e bt e e b e e sb b e eb bt e nbe e be e sbeesbeesaeesnbeeeis 3
FINACIAMIENTO ...ttt bbb bbbttt sb ek e b be e st e b bt e nnenbe e 4
AREA DE TRABAUJO ..ottt sttt s st s ettt 5
INDICE DE TABLAS ...ttt sttt sttt s st s s 10
INDICE DE FIGURAS........cootiiieeieieee et este s iesae sttt sttt s st s s 11
NOMENCLATURA bbbttt e bt sh e e s be e s b b e e s bt et e et e e sbeesbbeebbeenbeebeenbee e 14
RESUMEN ...ttt et iError! Marcador no definido.
ABSTRACT .. iError! Marcador no definido.
O | N 12101 10070 [ TR 18
2. ANTECEDENTES ...ttt sttt b et e st e st e e be e s be e sbeesaeennbeanes 21

2.1 Trastorno del ESPECIIO AULISTA .....cc.eiieiiiiiiecic ettt s re e be e e sre e 21

2.1.1 Regiones del Sistema Nervioso implicadas en las caracteristicas conductuales de sujetos con

2.1.1.1 Implicaciones de la Corteza en sujetos con TEA y modelos animales con conducta

SEMEJANTE Al TEA. . oottt ettt et b e et e et e sae et e s be e st e sbeebe e besbeeseesteeneesteenes 25
2.1.1.1.1 SulcO SUPEFIOr tEMPOFAL .......c.eciiiiicieec ettt s re b b sre s 26
2.1.1.1.2 Corteza OrbitofrONTAL ...........ceiiiiiiieie e 27
2.1.1.1.3 Corteza cingulada: anterior Y POSLEIION ...........ecererieieieise st 28
2.1.1.1.4 Corteza RetroeSPIENIal ...........cooiiiiiiiiie s 30
2.1.1.1.5 SiStema SOMALOSENSOTIAL .......cveiveieiieiiiiiiiite e 31
2.1.1.2 RegiONeS SUDCOITICAIES .......ccuiiuiiiieieeisie et 32
2.0.0.2. 1 AMIGUAIA. .....cveeeeiieiee bbbt 33
N O N o 11T o o Lo ST USSUPSRR 34
2.1. 1.3 PIEX0 COMOIURO. ......eeueeiieiiiiieie sttt et 35
2. 1.0 4 CreDEIO ... 36
2.2 Alteraciones estructurales del cerebro en el TEA ........cooiiiiiiiii e 37



2.2.1 Alteraciones estructurales del cerebro de modelos animales de conducta semejante al TEA .40

2.2.2 Alteraciones en la conectividad del cerebroen el TEA ... 40
2.2.3 Alteraciones en la morfologia neuronal en sujetos con TEA.........ccoeiieieniincienenseeene 42
B I = (1] (oo T S PSP 43
231 Factores NEredables ...........ccoviiiiiiiiiii e 43
2.3.0. 1 GBNALICA ...ttt bbbt bt 43
p TN A = o 1= 1< o VUSSR 44
2.3.1.3 Teoria de la disfuncidn de neurotransmisores en el TEA ... 44
2.3.1.3. 1 DOPAIMING ...ttt ettt b et b bbbttt nnen e 45
2.3.1.3.2 GABA/GIULAMALO ....vevveivreeieieiiiesiesieesiesteeteestesieeaestesseestesteessesseesaessesseessessesssessesseessessens 46
2.3.1.4 Teoria de la respuesta inflamatoria y Neuroinflamacion ..., 47
2.4 Respuesta INFIAMATOITA. ........coiiiiiieiei s 48
2.4.1 Respuesta Inflamatoria Sistémica aguda ............cccevveieieiii i 48
2.4.2 Respuesta Inflamatoria SiStEmiCa CrONICA ..........ccevveiieiiiic e 50
2.4.3 Moléculas inmunomoduladores durante la respuesta inflamatoria..........c.c.ccooceveiiviienennn, 52
2.4.3.1 Las citocinas regulan la respuesta inflamatoria. ...........ccccccoveviiie i 57
2.4.4 Acoplamiento metabdlico durante la respuesta inflamatoria.............cooeeeviveincincisenne, 59
2.4.5 Respuesta inflamatoria periférica en la enfermedad psiquiatricay el TEA ........cccoovvennne. 61
2.5 NeUroiNFlAMACION ........cciiiiiiiie bbbttt enas 62
2.5.1 Inmunidad del SiStemMa NEIVIOSO .........cviiriiiiitirieieee e 62
2.5.2 Microglia: célula involucrada en la coordinacion del sistema inmune cerebral .................. 64
2.5.3 Acoplamiento metabdlico en la actividad de la microglia durante la neuroinflamacion .....66

2.5.3.1 Microglia de fenotipo proinflamatorio M1 y Microglia patogénica utiliza la via glucolitica

2.5.3.2 Microglia de fenotipo reparador M2 emplea la via de oxidacion de &cidos grasos y

FOSTOrIIACION OXIAALIVA ......eveeeiee ettt benre st nn e 68
2.6 Neuroinflamacion €N el TEA ..ottt eens 70
2.6.1 Neuroinflamacion por dieta es mediada por INK ..........ccooeiiiiiiiinene e 72

2.7 Programacion IMALEIMA. ........cueueuerieerieririeiete ettt seese bttt et sttt st bt be st ene st esesbeneanas 74



3.
4.

5.

2.7.1 Dieta densamente caldrica durante la gestacion y su impacto en el desarrollo de fenotipos
aberrantes en 12 deSCENAENCIA .......cviiiiiii it sre e e see s ae e es 77

2.8 Alternativas farmacoldgicas y no farmacologicas para el TEA ... 79

2.8.1 Moduladores de la respuesta inflamatoria no farmacol6gica como alternativa para el tratamiento

0L I TSR 80
2.8.1.2 Ayuno intermitente como estrategia no farmacoldgica en el control del TEA..................... 80
2.8.1.2.1 Metabolismo de la glucosa y acidos grasos durante la alimentacion...............ccccceevenee. 81
2.8.1.2.2 Metabolismo de la glucosa y acidos grasos durante el ayuno intermitente.................. 81
2.8 Microglia y empleo de CUEIPOS CEIONICOS.......ccviiiiieieiieeie ettt s re et sne 83
2.9 Efecto del ayuno intermitente en el TEA ..o e 84
JUSEIFICACTON ...ttt bbb bbbt bbbttt enas 85
HIPOLESHS ..ttt bbbt b bbbttt b et n e 86
OB BEIVOS ...ttt R R R R bbbttt bbb nen e 87
5.1 ODJELIVO GENEIAL......c.eiiiiiiei et bbbttt b e e 87
5.1.1 ODjJetiVOS ESPECITICOS ....veuvviteiiieiiiieisie sttt 87
6. MaterialeS Y MELOUOS .......ecveeiieiie ettt et s sr e be e se e st e s be et e sbeeneesbesreeneesreans 88
6.1 Metodologia objetivo SPECITICO L. ......ciciiiiiicicci e 88
6.2 Metodologia objetivo SPECITICO 2. .......ccviiiiicccc e 88
6.3 Metodologia objetivo eSPecifiCO 3........iiiiiie e 88
6.4 Metodologia 0bjetivo eSPECITICO 4. .......oiiiiiiiiiice e 89
6.5 ESQUEMA GENETAL .....c.eouiieiiiieiiii bbbt 89
6.2 Material de LabOratorio ..........ccoeiiiiiiieieiee e 89
6.3 ANIMales Y @lOJAMIENTO ........ciiiiiiiie e 93
6.4 E1ab0racion de 18S GIBLAS.........ceiviiiiieiriiisie et 93
6.5 Modelo de programacion materna en la deSCeNdENCIA ........cveveveereieriereneeee e 94
6.6 Protocolo de ayuno de dia alterno (AIDA) en la descendencia .........cocevevereeeieniieenesesenienens 95
6.7 Medicion del PESO COMPOTAL. .......uiiieiieieieieeet ettt r et e e e neens 96
6.8 Evaluacion de la conducta semejante @l TEA .......oovoiiieieiececese e 96
6.8.1 Prueba de entierro de canicas (marble burying).........cccoovoiiiiininineicieese e 96



6.8.2 Campo abierto (Open Field TeSL).......co i 97

6.8.3 Prueba de sociabilidad de 3 cdmaras (Three-Chamber Test)..........ccocevrvieriincieneincinnens 98
6.9 Analisis de infiltracion de células inmunes en el cerebro de la descendencia.............c.ccccvennee. 99
6.9.1 Diseccidn del tejido cerebral y recolecCion de SANGIE .......cccvcveieveeiieii i 99
6.9.2 Recuperacion de células y digestion enNZimatiCa...........cccveveieeievie e 99
6.9.3 Aislamiento de la Microglia y células inmunes mediante gradiente de Percoll................... 99
6.9.4 Analisis de citometria de flujo de la microglia y células inmunes...........cccocvcveveivcviennnn, 100
6.10 CuantificaCion del BHB ..........c.oociiiiiiiiee e 100
6.11 Extraccion de proteinas, SDS/PAGE e inmunotransferencia ..........cccocevevvevveivsinsinsesesennenns 101

6.12 Anélisis de la morfologia de la microglia en el cerebro de la descendencia por

INMUNONISTOGUIMMICA. ...ttt bbbttt bbb 102
6.12.1 Perfusion iNtraCaIdIACA. .........cerveirieirieete e 102
6.12.2 INMUNONISTOQUIMICAL ...ttt 102

6.12.3 Andlisis morfologico de la microglia.........cccceveiiiiiiiiiic e 103

(T R oo (=1 (o3 o] o] oo oo 1SS 103

6.14 ANALISIS SLATTSTICO. ....c.viviieeiietiieeet et 103

7. RESUITATOS ...t bbbt e bbbt b ettt 105

7.1 AIDA modula el peso corporal y promueve la produccidn de cuerpos cetdnicos. ................... 105

7.2 AIDA mejora la produccion de CUErPOS CELONICOS .........ovevrvereererieiinieiesieesiee e 106

7.3 AIDA mejora la sociabilidad en la desCendencia ..........cceovevreiiiininineeeee e 107

7.4 La AIDA aumenta la poblacion de microglias CD206+ en la CP de los individuos de control109
7.5 La AIDA aumenta la microglia en regiones cerebrales asociadas con la interaccion social .... 112
7.6 AIDA disminuy0 la sefializacion de Bip/ATF6/p-JNK en el cerebro.........cccocvvvvvveiiivecieineane. 114
7.7 AIDA modula cambios en la morfologia de microglia de CX Y HPp....ocoovvverieiniveenenerene 116

7.8 El Modelado Bioldgico Asocia el Ayuno Intermitente y la programacion materna con las

Interacciones Sociales y variables en la Corteza y el HIpOCaMPO. .....ccvvvviieiiiiiie e 118
. DUHSCUSION. ...ttt bbb bbbt b bbb bbbttt b et et e b 131
9. CONCIUSTONES ...ttt b bt bR et e st b e n e nnenn e 137
10. BIBHOGIAFTA ....veveeeeieee ettt 138

9



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de la severidad del trastorno del espectro autista.

Tabla 2. Componentes asociados a las respuestas mediadas por DAMPS y SAMPS
Tabla 3. Principales células del sistema inmune que montan la respuesta inflamatoria.
Tabla 4. Principales citocinas involucradas en la respuesta inflamatoria

Tabla 5. Principales citocinas en sistema nervioso de pacientes con TEA.

Tabla 6. Principales tratamientos farmacoldgico del TEA

Tabla 7. Material Bioldgico y No biolégico

Tabla 8. Composicion de la dieta de cafeteria (CAF)

Tabla 9. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta

CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 38.

Tabla 10. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta

CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 39.

Tabla 11. Resultados del anélisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta
CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 40 y 41.

Tabla 12. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta

CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 42.

Tabla 13. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacién materna con

dieta CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 43.

10

Pag.
22
48
53
57
71
79
89
93

121

123

123

125

126



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Criterios de evaluacion del Trastorno del Espectro Autista de acuerdo con el
DMSV.

Figura 2. Estructuras de la corteza cerebral asociadas con deficiencias del lenguaje y

deficiencias motoras en nifios con TEA.
Figura 3. Anatomia del sulco superior temporal.
Figura 4. Region de la corteza orbitofrontal en humanos y ratones.

Figura 5. Corteza cingulada anterior (anterior cingulate cortex) y corteza posterior
cingulada (posterior cingulate cortex).

Figura 6. Anatomia comparada de las regiones anatomicas involucradas en el TEA

Figura 7. Comparacion anatomica de la corteza retroesplenial (RSC) de humanos y primates

no humanos, ratas y ratones.

Figura 8. Comparacion del homunculo de ratén y humano

Figura 9. Estructura anatomica compara de la amigdala humana y murina
Figura 10. Estructura del hipocampo de roedor

Figura 11. Plexo Coroideo

Figura 12. Anatomia del Cerebelo.

Figura 13. Regiones con alteraciones estructurales en el sujeto autista.

Figura 14. Diferencias anatomicas del cerebro del sujeto TEA con una escala del tamafio
del efecto d de Cohen.

Figura 15. Relacién entre la conectividad de regiones cerebrales en el paciente TEA

Figura 16. Comparacién de la conectividad mesolimbica

11

Pag.

24

27

28

32
33
35
36
37

38

46



Figura 17. Respuesta inflamatoria aguda

Figura 18. Subpoblaciones de linfocitos T CD4.

Figura 19. Componentes del sistema inmunoldgico.

Figura 20. Principales rutas metabdlicas en linfocitos durante la respuesta inflamatoria.
Figura 21. Similitudes y diferencias entre la respuesta inmune en cerebro y periférica.

Figura 22. Las células dendriticas (DC) son células derivadas de la médula 6sea que actdan

como centinelas en las meninges.

Figura 23. Clasificacion de la Microglia de acuerdo a marcadores de superficie en fenotipo
M1 o M2

Figura 24. Metabolismo de la microglia.
Figura 25. Acumulacion de lipidos en la Microglia con perfil inflamatorio.

Figura 26. Papel de la microglia y los astrocitos en condiciones fisiologicas y sujetos con
TEA.

Figura 27. Activacion de la via inflamatoria BIP/ATF6/JNK durante el estrés en reticulo
(ER stress).

Figura 28. Programacion materna o hipétesis de Barker.

Figura 29. Estrés nutricional y efectos en la progenie.

Figura 30. Cambios metabolicos inducidos por el ayuno intermitente

Figura 31. Esquema general de trabajo para la realizacion de los objetivos de tesis

Figura 32. Esquema general de programacion materna con dieta CAF durante 9 semanas.
Figura 33. Esquema general de protocolo de Ayuno Intermitente de Dia Alterno

Figura 34. Fundamento de prueba de entierro de canicas para evaluacién de la conducta

repetitiva.

12

50

o1

61

60

62

64

65

67

69

71

74

76

78

83

89

95

95

97



Figura 35. Fundamento de prueba de campo abierto para evaluacion de la conducta ansiosa

Figura 36. Fundamento de prueba de sociabilidad en 3 cdmaras para evaluacion de la

conducta antisocial.

Figura 37. Evaluacion del peso corporal en progenie de hembras alimentadas con dieta
Control y CAF.

Figura 38. El ayuno modula el peso corporal y promueve la produccion de
Betahidroxibutirato (BHB).

Figura 39. El ayuno revierte los comportamientos sociales y de ansiedad.

Figura 40. El ayuno intermitente y la programacion materna modulan el perfil inmune en

plexo coroideo.

Figura 41. El ayuno intermitente modula el perfil inmunitario en regiones cerebrales

asociadas a la sociabilidad.

Figura 42. El ayuno intermitente atenda el estrés ER y la sefializacion JNK en la

descendencia expuesta a la dieta CAF.

Figura 43. El ayuno intermitente modula la morfologia de la microglia en las regiones de la
corteza y del hipocampo.

Figura 44. Modelos de asociacion entre el ayuno intermitente y la programacién materna

con interacciones sociales y variables en la Corteza e Hipocampo

Figura 45. Modelos de asociacion entre niveles de BHB en plasma y regiones cerebrales de

los grupos de estudio.

Figura 46. Esquemas de los modelos bioldgicos.

13

97

98

106

108

109

112

114

115

117

119

120

121



NOMENCLATURA
ADF: Alternate Day Fasting
AIDA: Ayuno Intermitente de dia alterno
ATF6: Activacion del factor de transcripcion 6
ASD: Autism spectrum disorder
BiP: Proteina de unién a inmunoglobulina
BHB: Betahidroxibutirato
C: Progenie control
CA: Campo abierto
CAF: Progenie de madres alimentadas con dieta de cafeteria
CAF-AIDA: CAF tratado con ayuno intermitente de dia alterno
C-AIDA: Control tratado con ayuno intermitente de dia alterno
CP : Chroroid plexus
CSF : Cerebrospinal fluid
Cx: Corteza
DSM-5: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders version 5
EC: Entierro de canicas
ER stress: Estrés en el reticulo endoplasmico
GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macr6fagos
Hpp: Hipocampo
IF: Intermittent Fasting

JNK: quinasas c-Jun N-terminal

14



MB: Marble burying

OF: Open Field

OMS: organizacion mundial de la salud

PC : Plexo de la Coroideo

RSA: Corteza retroesplenial agranular

RSG: Corteza retroesplenial granular

SRC: Estrés de Restriccion Cronica

St: Striatum o cuerpo estriado

TCS: Three-chamber sociability

TEA: Trastorno del espectro autista

Apol: Apoliprotein Al

TLRA4: Toll-like receptor 4

TREM2: Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2
LDLR: Low-Density-Lipoprotein Receptor

LPL: Lipoprotein Lipase

ABCAL: ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1
ABCGL1: ATP Binding Cassette Subfamily G Member 1

PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptors)

15



16

RESUMEN

El Trastomo del Espectro Autista (TEA) es un trastorno psiquidtrico caracterizado por

comportamientos repetitivos, ansiedad, y una reducida interaccion social, los cuales se han

asociado con procesos de neuroinflamacion y la activacion de la microglia. En estudios previos,

demostramos que la exposicion a dictas occidentales o de cafeteria (CAF), ricas en lipidos y

carbohidratos, durante la gestacion y lactancia (programacion materna), induce un perfil

proinflamatorio en plasma, activacion de la microglia y comportamiento semejante al TEA en

la progenie macho. Recientemente se ha evidenciado que el ayuno intermitente de dia alterno
(AIDA o ADF por sus siglas en inglés Alternate day-fasting) tiene efectos antinflamatorios.
Por ello, evaluamos el impacto del AIDA como una estrategia no farmacologica sobre la
neuroinflamacion y el comportamiento semejante al TEA en la progenie de madres expuestas
a la dieta CAF. Nuestros resultados muestran que la programacion materna no afectd los niveles
de beta hidroxibutirato (BHB) en plasma, ni en la Corteza (Cx) ni en el Hipocampo (Hpp). Sin
embargo, observamos que la progenie CAF + AIDA present6 resistencia a la pérdida de peso,
una disminucién en la conducta ansiosa, una mayor interaccion social, un aumento de microglia
CD206+ en el Hpp. Ademis, se observd que la microglia mostraba diferente complejidad
dentro de la Cx (disminuciéon en RSA, aumento en RSG) y estructuras del Hpp (aumento en
CAl y giro dentado). Asi mismo, se observé una atenuacién de la via de estrés e inflamacion
ATF6/p-JNK la Cx y el Hpp. Por otro lado, en los individuos control el AIDA promovi6 la
acumulacién de células CD206+ en el plexo coroideo (PC), asi como un aumento en los
macrofagos CD45+ y linfocitos en la Cx, y acentiid la conducta ansiosa. Finalmente, el
modelado i)iolégico identificé que una mayor ramificacién de microglia en la Cx y una menor
complejidad de microglia en el giro dentado estan asociadas con una mayor interaccion social.
Estos datos subrayan ¢l potencial del ayuno intermitente como un estimulo fisiol6gico capaz
de modular el fenotipo y la morfologia de la microglia en el cercbro, promoviendo la

sociabilidad en ratones macho.
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ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a psychiatric condition characterized by reduced social

Interaction, anxiety and stereotypic behaviors related to neuroinflammation and microglia

activation. We demonstrated that maternal exposure to high-energy diets (cafeteria diet or

CAF) induced microglia activation, systemic proinflammatory profile, and ASD-like behavior
in the offspring. Here, we aimed to identify the effect of Alternate Day Fasting (ADF) as a non-

pharmacologic strategy to modulate neuroinflammation and ASD-like behavior in the offspring
prenatally exposed to CAF diet. We found that CAF offspring show weight loss resistance to
ADF treatment. Also, with did not observe a maternal programming effect over plasma, Cortex
(Cx) and Hippocampus (Hpp) levels of beta hydroxybutyrate (BHB). Prenatal exposure to CAF
diet promoted defective sociability in the offspring, but notably, ADF improved social
interaction, increase the CD206+ microglia cells in the Hpp, modulate microglia complexity in
Cx (decrease in RSA, increase in RSG) and increase within Hpp structures such CAl and
dentate gyrus, and induce attenuation of inflammation and ER stress-mediated ATF6/p-JNK
pathway in the Cx and Hpp. In control individuals, ADF promoted accumulation of CD206+
microglia cells in Choroid plexus (CP) and increased in CD45+ macrophages cells,
lymphocytes in the Cx and promotes anxiety behavior. Finally, biological modeling identified
that more ramification of microglia in the Cx and decreased microglia complexity in the dentate
gyrus associates to major social interaction These data highlight the contribution of intermittent
fasting as a physiological stimulus capable of modulating microglia phenotype and

morphology in the brain, promoting sociability in male mice.

Dr. C. Alberto Camacho Morales

Director de tesis



1. INTRODUCCION

El trastorno del espectro autista (TEA) es una condicion neuropsiquiatrica definida por el
DSM-V como sujetos que se caracterizan por una conducta repetitiva, ansiosa, agresiva, que
presentan un déficit de comunicacion verbal y no verbal (Esler & Ruble, 2015). De acuerdo
con cifras de la OMS el TEA afecta a 1 de cada 100 personas (Zeidan et al., 2022). Una de las
principales etiologias del TEA propone que la inflamacion en el cerebro durante el desarrollo
embrionario es un evento clave para presentar la patologia posterior al nacimiento (Madore et
al., 2016). Ya que se ha reportado en pacientes (Xu et al., 2015), muestras post mortem y
modelos animales de conducta semejante al TEA que existe a acumulacion de una mayor
poblacién de células inmunes y citocinas de perfil inflamatorio en regiones cerebrales como
corteza prefrontal e hipocampo, que se propone pueden modular la conducta del individuo (J.
W. Kim et al., 2018; Siniscalco et al., 2018; Wei et al., 2013).

Esta actividad inflamatoria es mediada por la microglia, célula inmune residente del sistema
nervioso, que ante estimulos inducidos por DAMPS o PAMPs adquiere un fenotipo
proinflamatorio, histéricamente conocido como M1, que se caracteriza por su activacion y por
la expresion de CD86, molécula de coactivadora de linfocitos. Previamente se creia que el TEA
estaba mediado por un fenotipo M1 de la microglia, sin embargo, los mecanismos moleculares
y celulares del TEA no han sido esclarecidos por completo, ya que se ha reportado que la
microglia no inflamatoria 0 M2, la cual expresa moléculas como el receptor de manosa CD206,
estd involucrado en esta patologia. Lo que resalta la importancia de determinar el fenotipo de
la microglia que se encuentra involucrado en el desarrollo del TEA. En afios recientes también
se ha identificado una intrincada y cercana asociacion de la respuesta inflamatoria en periferia
y sistema nervioso a traves de estructuras circo ventriculares como el plexo coroideo. Ademas,
se ha demostrado que las células del sistema inmune como células NK, células dendriticas
(DC), macrofagos perivasculares y microglia adoptan mecanismos moleculares para favorecer
la polarizacion de pro (M1) a antinflamatorio (M2) para responder y hacer frente a infecciones

y dafio externo (Harris, 2017).

Se ha demostrado que el consumo de dietas occidentales como la dieta de cafeteria (CAF), las
cuales se caracterizan por un alto contenido de lipidos, carbohidratos refinados y baja fibra

exhacerban la respuesta inflamatoria, y promueven patologias cronico-degenerativas (Rakhra
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et al., 2020) y padecimientos mentales, tales como la depresion mayor, la ansiedad, tendencia
al suicidio y el trastorno del espectro autista (TEA) (Zahedi et al., 2014). Mediante la activacion
de la sefializacion de estrés en reticulo (ER-stress) y JINK (Vernia et al., 2013a). Sin embargo,
este efecto proinflamatorio mediado por las dietas también se ha observado a través de la
programacion materna, un fenémeno que implica que todo factor estresante que afecte el
metabolismo y fisiologia durante el desarrollo fetal repercutira sobre el metabolismo y
fisiologia en la etapa adulta. Evidencia experimental y epidemioldgica ha demostrado que
infecciones por virus, bacterias y hongos principalmente durante el tltimo tercio de la gestacion
(citomegalovirus, herpes simplex y rubeola, varicela, e infecciones urinarias por Candida
Vulvovaginitis generan activacion inmune materna y favorecen el desarrollo del TEA (Zerbo
etal., 2015).

El mecanismo de cdmo la ingesta de dieta occidental durante la gestacién modula la respuesta
de la microglia y células inmunes en el sistema nervioso y en la de los sujetos susceptibles al
TEA no ha sido determinada. Estudios previos demostraron que la ingesta de estas dietas CAF
durante la gestacion (programacion fetal) y lactancia (programacion neonatal), o programacion
materna (cuando incluye ambas etapas) (Faa et al., 2024), provoca que la descendencia presente
alteraciones metabdlicas, fisioldgicas y estructurales asociadas a trastornos psiquiatricos en
etapas tempranas de la vida como depresion, ansiedad (Cruz-carrillo et al., 2020) y conducta
semejante al TEA a través de la activacion de la microglia y el aumento de la quimiocina
atrayente de macréfagos MCP1, demostrando que la dieta CAF promueve un perfil
proinflamatorio en la progenie de hembras programadas (Maldonado-Ruiz et al., 2022b)

Por ello se evaluara el efecto de la programacion materna con dietas de cafeteria en la progenie
a través del analisis del perfil inmune, vias de estrés e inflamacién, y la morfologia de la
microglia en regiones cerebrales asociadas al TEA, mediante una bateria de pruebas
conductuales que emulan la conducta observada en los sujetos con TEA. Ademas,
desconocemos si el fenotipo y activacion de la microglia y perfil inmune puede modularse a

traves de estrategias no farmacolodgicas.

Por lo anterior, en este proyecto se propone el empleo de un protocolo de ayuno intermitente
que consiste en periodos de 24 horas de restriccion alimenticia seguidos de 24 horas de
alimentacion llamado Ayuno Intermitente de Dia Alterno (AIDA) el cual se ha demostrado

favorece la pérdida de peso (Welton, Minty, O’Driscoll, et al., 2020), el aumento de la
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produccidn de cuerpos cetonicos, y modula el perfil inflamatorio favoreciendo la polarizacién
de la microglia (Y. Zhang et al., 2023a). Esto sera relevante para generar conocimiento de las
bases moleculares de la programacion inmunometabdlica durante la etapa gestacional y su
implicacion en el desarrollo de alteraciones conductuales incluidas en sujetos con TEA (Chung
& Son, 2020)(Moskowitz & Heim, 2011)(Chung & Son, 2020)(Moskowitz & Heim, 2011).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Trastorno del espectro Autista

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es una condicion psiquiatrica definida por el DSM-5
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders version 5) por sujetos con un déficit
de comunicacién verbal y no verbal con limitada interaccion social, quienes se caracterizan por
ser individuos que presentan una conducta repetitiva, agresiva, ansiosa y falta de sociabilidad
(Lord et al., 2020). La manifestacion de esta conducta puede estar asociada a otras condiciones
mentales como la depresion y enfermedades neuroldgicas como la epilepsia (Besag, 2018).
Histéricamente los signos clinicos de la enfermedad han ido cambiando. El concepto de
autismo o “Vida interior” fue definido en 1911 por el médico psiquiatra Eugen Bleuler como
un sintoma severo de esquizofrenia, el cual se asociaba a un deseo infantilizado de evitar
realidades insatisfactorias y reemplazarlas con fantasias y alucinaciones (Moskowitz & Heim,
2011). No fue hasta 1943 que el psiquiatra austriaco Leo Kanner publicé la primera descripcion
sistematica de un paciente de 5 afios Ilamado Donald Gray Triplett 111, el cual presentaba una
conducta agresiva, con déficit de atencion, conducta repetitiva. Lo que esTablacio los primeros
criterios de un autismo clasico (Kanner, 1968; Mandy, 2023). El significado de la palabra
‘autismo' experimentd un cambio radical a principios de la década de 1960 en Reino Unido,
debido al incremento de estudios epidemiol6gicos y estadisticos, en la psiquiatria y psicologia
infantil por personajes como Jean Piaget, Lauretta Bender, Leo Kanner, Elwyn James Anthony,
Victor Lotter y Michael Rutter (Evans, 2013). EI DMS-4 solia indicar que el autismo
presentaba sintomas de sociabilidad, lenguaje y aprendizaje mas severos que el sindrome de
Asperger, en dénde por lo general se suele integrar a sintomas moderados de sociabilidad. Sin
embargo en 2013 el DSM-5 eliminé las subclasificaciones de la conducta Autista; como
sindrome de Asperger, trastorno generalizado del desarrollo no especificado (TGD-NE) y
trastorno desintegrativo de la infancia o sindrome de Heller y los unificé como TEA (Gamlin,
2017) en un espectro que va de un grado funcional de conductas atipicas a un grado severo
(Figura 1) que se involucra la perdida de la comunicacion visual, no verbal, percepcion, retraso
en las destrezas del lenguaje, movimiento, aprendizaje (Chung & Son, 2020). En la Tabla 1 se

resumen los criterios de diagndstico para para el trastorno del espectro autista de acuerdo con
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el DSM 5y de defectos congénitos y discapacidades del desarrollo (NCBDDD) (Carpenter,

2013).

Tabla 1. Clasificacion de la severidad del trastorno del espectro autista de acuerdo al DSM5.

Criterios de Gradol Grado 2 Grado 3

diagndstico DSM5

Déficit persistentes | Déficit en la Déficit de la Déficit en el
en la comunicacion | reciprocidad social- comunicacion no verbal. desarrollo,

social, en la | emocional. Falla en Pobre integracion no mantenimientoy en la

interaccion social a
través de maultiples
contextos como los

siguientes

Patrones repetitivos
del comportamiento,
intereses y

actividades.

22

el esTablacimiento

de conversaciones y

Reducido interés
afectivo.
Patrones repetitivos

del movimiento y del
habla.

de la

y el
contacto visual. Pérdida

verbal

comunicacion

de la interpretacion de

expresiones visuales

Patrones y actitudes

insistentes, inflexible, y

esTablacimiento de
rutinas,  rituales vy
costumbres
alimenticias.

Intolerancia al cambio.

interpretacion de las

interacciones.

Dificultades para
entender contexto
social, mantener

vinculos afectivos y
ausencia de
interaccion
emocional.
Discapacidad
intelectual y déficit de
aprendizaje.

Angustia y
preocupacion inusual.
Hiperactividad 0
hipoactividad.

Exceso de estimulo
sensorial.

Incapacidad de

adaptacion.



Requiere apoyo. Requiere apoyo Depende del apoyo.

substancial.

Los reportes epidemioldgicos de la distribucion mundial del TEA son poco precisos debido a
multiples factores como la ambigliedad del diagnostico, falta de informacion, y escasos
estudios epidemiolodgicos el sector salud de muchos paises en vias de desarrollo. En Estados
Unidos las cifras de prevalencia han ido en aumento de forma alarmante. En el afio 2000 el
ADDM (autism and Developmental Deshabilites Monitoring) report6 que 1 de cada 150 sujetos
presentaba algun grado de TEA, mientras que para el 2010 esta cifra alcanzo6 el nimero de 1
en 68 sujetos, en 2018 las cifras mostraban que la prevalencia era de 1 en 59, en 2020 fue de 1
en 54, en 2023 de 1 en 45 y de acuerdo con Centers for Disease Control and Prevention para
2024 muestran que 1 en 35 sujetos. A nivel mundial los datos son menos precisos ya que
muchos paises no cuentan con la infraestructura ni logistica para las evaluaciones pertinentes.
En 2012 se presentaba 1 en cada 166 casos (62-70 casos por cada 10,000 personas, es decir, un
aproximado entre el 0.62-1% de la poblacion total (70, 000 millones / 7000 millones)
(Elsabbagh et al., 2012). Esta tendencia se ha mantenido para el 2020 de acuerdo con la
Organizacién Mundial de la Salud, ya que estima que 0.62% (50,000,000/8000,000,000), es
decir, 1 de cada 160 sujetos presentan algun grado asociado al TEA. Para 2022 esta cifra
aumento a nivel mundial de 1 de cada 100 (Zeidan et al., 2022). En nuestro pais los datos varian
ya que no existe un registro constante y un sub diagnéstico del TEA. Un estudio de 2014 estima
que 1 en 1000 habitantes presenta un grado asociado al TEA (Oro et al., 2014), mientras que,
en 2016, un reporte realizado en el estado de Guanajuato estimé que 1 de cada 115 sujetos, es
decir 400 mil nifios en México presentan algun grado del TEA (Fombonne et al., 2016). En el
2019 el INEGI reporto al Senado de la Republica (LXIV/1SPO-114-2418/92527) que existen
alrededor de 45 mil nifios diagnosticados en México. El dato mas reciente es en 2020 donde se
mencionan los 45 mil nifios con estado alterado de la salud mental. Sin embargo, el estado
alterado de salud mental incluye padecimientos como autismo, sindrome de Down,
esquizofrenia, retraso mental (leve o grave) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia,
2020).
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AUTISM SPECTRUM DISORDER

I

HIGH-FUNCTIONING AUTISM SEVERE AUTISM
AUTISM
LEVEL 2 LEVEL 3
LEVEL 1 Needs substantial support Needs very substantial
Needs support Patient’s social and support
Patient’s social and communication skills and Patient’s social and
communication skills and repetitive behaviors are still communication skills and

repetitive behaviors are only obvious to the casual observer, repetitive behaviors severely
noticeable without support. even with support in place. impair daily life.

BY
CHUKWUEBUKA ABAZIE

Figura 1. Criterios de evaluacion del Trastorno del Espectro Autista de acuerdo con el DMSV.

Autism Spectrum Disorder & Consciousness Therapy by Chukwuebuka Abazie

(Alaerts et al., 2016; Di & Biswal, 2016; W. Zhang et al., 2018)(Alaerts et al., 2016; Di &
Biswal, 2016; W. Zhang et al., 2018)Esta condicién es diagnosticada principalmente en
hombres en una relacion general de 3:1 (Loomes et al., 2017) Sin embargo existe un umbral
dependiendo del grado. Se han reportado relaciones de 7:1 en signos funcionales del espectro
(grado 1), 4:1 en signos moderados (grado 2), y 2:1 en signos severos (grado 3) (Nag et al.,
2018; Y. Zhang et al., 2020). Ademas de que la deteccion temprana en hombres es asociada a
que estos presentan una menor interaccion social en etapas tempranas y que las mujeres tienden
a presentar una mayor interaccién social y déficit cognitivo, por lo que pueden ser
subdiagnosticadas (Ratto et al., 2018; Y. Zhang et al., 2020). Estas diferencias entre hombres
y mujeres se relacionan con factores genéticos (mayor tasa de mutaciones sin sentido y genes
con pérdida de la funcion en pacientes de sexo femenino con TEA. Sin embargo, no se
encuentran alteraciones conductuales, lo que fortalece la teoria de una proteccidén en mujeres
(Y. Zhang et al., 2020). Esta teoria de proteccidn en mujeres esta basada en factores enddcrinos
(Geschwind., 2014), metabolicos, conectividad y estructura anatomica cerebral (mujeres
presentan un incremento en el volumen de la materia blanca del I6bulo temporal, corteza
cerebral, corteza cingulada, I16bulo parietal, reduccion en la materia gris celebrar (Alaerts et al.,
2016; Di & Biswal, 2016; W. Zhang et al., 2018). Estos variables presentes en mujeres con TEA
se han observado en hembras de modelos animales (K. C. Kim et al., 2017)(S. J. Jeon et al.,

2018). Por lo que nosotros evaluaremos en este estudio el efecto sobre la progenie macho.
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A continuacion, se describiran a detalle algunas de las regiones cerebrales asociadas a la

sociabilidad.

2.1.1 Regiones del Sistema Nervioso implicadas en las caracteristicas conductuales de

sujetos con TEA

Con base en los andlisis de la funcion y estructura cerebral en los sujetos con TEA, se han
reportado las siguientes regiones anatdbmicas como importantes determinantes en el desarrollo
de las manifestaciones conductuales como la corteza (Cx), cuerpo estriado (ST) hipocampo

(Hpp) y plexo coroideo (CP).

2.1.1.1 Implicaciones de la Corteza en sujetos con TEA y modelos animales con

conducta semejante al TEA.

La corteza cerebral (Cx) es una estructura compuesta de diversas laminas de materia gris
(somas neuronales) que cubren ambos hemisferios cerebrales, principalmente esta formada por
la neocorteza quien se divide en cuatro Idbulos: frontal, temporal, parietal y occipital.
Korbinian Brodmann en 1909 dividié la neocorteza de acuerdo con la citoarquitectura en 51
areas (Zilles, 2018) de las cuales algunas se han reportado asociadas al desarrollo o implicadas
en la severidad del TEA como lo son: sulco superior temporal, orbitofrontal, cingulada

anterior/posterior, area retroesplenial y somatosensorial (Figura 2).
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Temporal cortex
D Transverse temporal gyrus
Superior temporal gyrus
I:I Middle temporal gyrus

I:, Inferior temporal gyrus

Speech motor cortex

Triangular part of
the inferior frontal gyrus

Orbital part of
the inferior frontal gyrus

Opercular part of
the inferior frontal gyrus

. Precentral gyrus

Inferior parietal cortex

D Inferior parietal lobule

Figura 2. Estructuras de la corteza cerebral asociadas con deficiencias del lenguaje y
deficiencias motoras en nifios con TEA. Tomado de Arutiunian 2023 (Arutiunian et al., 2023)
(Laramée & Boire, 2015)(Laramée & Boire, 2015)

2.1.1.1.1 Sulco superior temporal

El sulco superior temporal o superior temporal sulcus (STS) es el principal sulco de la corteza
temporal externa (Ochiai et al., 2004). En humanos separa el giro superior temporal del giro
temporal medial en el I6bulo temporal del cerebro (Figura 3). Es el primer sulco inferior de la
fisura lateral, tiene una estructura asimétrica entre el hemisferio izquierdo y derecho, siendo
mas largo en el lado izquierdo, pero méas profundo en el derecho en el humano (Leroy et al.,
2015). EI STS esta relacionado con la respuesta a estimulos sociales (Haas et al., 2016), muestra
una actividad incrementada al estimulo como voces, gestos y emociones. Ademas, se ha
demostrado participa en la integracion del lenguaje e integracion audiovisual (Campbell, 1990;
Hagan et al., 2013). No existe estructura similar en la corteza frontal de los roedores (Laramée
& Boire, 2015). Estudios anteriores muestran que existe una hipoperfusion bilateral del flujo
sanguineo en sujetos con autismo, siendo la hipoperfusion del lado derecho asociada con casos

de mayor severidad(Barahona-Corréa et al., 2018).
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Figura 3. Anatomia del sulco superior temporal. Imagen tomada de Ochiai 2004.

2.1.1.1.2 Corteza orbitofrontal

La corteza orbitofrontal, que en el inglés se le denomina como orbitofrontal cortex (OFC),
forma parte de la corteza prefrontal del cerebro que presenta cuatro giros en un complejo de
sulcos. Se extiende a lo largo del eje rostro-caudal, el sulco orbital y lateral, estd usualmente
conectado por el sulco orbital transverso, el cual se extiende por el eje media-lateral (Figura
4). De manera medial separa el giro orbital medial del giro recto por el sulco olfatorio. Recibe
proyecciones del nicleo dorsal medial del tAlamo, y se cree que es responsable de emociones,
recompensay toma de decisiones. Se encuentra por debajo de las orbitas de los ojos. Es también
Ilamada corteza prefrontal ventromedial. Esta region se asocia con multiples funciones como
la toma de decisiones (Banerjee et al., 2020), aprendizaje, apreciacion emocional, cambios de
comportamiento, comportamiento social (Bechara et al., 2000), y reconocimiento espacial en
humanos y procesos de recompensa y aprendizaje visual en humanos y ratones (Liu et al.,
2019). La OFC es modulada por la produccion de dopamina del area ventral tegmental (Kahnt
& Tobler, 2017), se encuentra estrechamente conectada con la amigdala por multiples vias, en
donde se ha observado cooperan para regular la ansiedad (Lindner et al., 2018), y procesos

como la conducta resiliente (Kong et al., 2018).
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Figura 4. Regidn de la corteza orbitofrontal en humanos y ratones. Modificado de University
of Zurich (Baneerje, Voigt & Helmchen, 2020).

2.1.1.1.3 Corteza cingulada: anterior y posterior

La corteza cingulada es una estructura localizada en la region medial de la corteza, la cual se
encuentra limitada en su region ventral por el cuerpo calloso y dorsalmente con la neocorteza
mediante el surco cingulado. Esta se divide anatdbmicamente en dos; la region anterior (anterior
cingulate cortex 0 ACC) y posterior (posterior cingulate cortex o CPC) ambas se subdividen
en dorsal y ventral. Anatébmicamente la ACC dorsal corresponde al area de Brodmann 24y 32,
mientras que la ACC ventral incluye 33y 25. Por otro lado, la CPC dorsal contiene el area 31,
y la CPC ventral el &rea 23, interactuando estrechamente con la corteza retroesplenial (area 29
y 30). En humanos la actividad de esta region se asocia en la toma de decisiones en situaciones

confusas o contradictoria (Spunt et al., 2012).

(H. Jeon & Lee, 2018; Karau et al., 2011)(Lépez-Ojeda & Hurley, 2022)La corteza cingulada
anterior (ACC) es la Unica region que converge con actividades emocionales y cognitivas, ya
que tiene interacciéon con regiones subcorticales y con la corteza prefrontal (Stevens et al.,
2011). Esta region es abundante en neuronas en huso llamadas de von Economo o spindle por
su soma fusiforme, las cuales se encuentran asociadas a la interaccion social y suicidio(L6pez-
Ojeda & Hurley, 2022)(H. Jeon & Lee, 2018; Karau et al., 2011). La ACC se subdivide en ACC
dorsal-caudal: la cual conecta con la corteza prefrontal y con la corteza parietal, y se asocia con
procesos cognitivos como el aprendizaje y dolor (Kawabata et al., 2023).Por otro lado la ACC
ventral-rostral, la cual interactla con la amigdala, nicleo accumbens, hipotalamo, hipocampo
e insula anterior (Tang & Leve, 2016) se relaciona con componentes emocionales y

motivacionales (Etkin et al., 2011).
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La corteza cingulada posterior (CPC) corresponde como anteriormente se menciond al area de
Brodmann 23 (ventral) y 31 (dorsal). Se encuentra localizada posterior a la ACC (Figura 5),
forma parte de la corteza posteromedial y forma junto con la corteza retroesplenial el giro
retroesplenial. En su region dorsal se encuentra el sulco cingulado superior y en la regién
ventral el cuerpo calloso Se ha relacionado con funciones como la memoria espacial,
motivacion y aprendizaje (Leech & Sharp, 2014) Sélo la CPC dorsal se ha visto con una actividad
reducida en la interaccion con la corteza prefrontal de sujetos con TEA (M.-K. Leung & Lau,
2020)

posterior region

pcACC, pdACC or pMCC
anterior region

acACC or adACC or aMCC

PgACC or pACC

subgenual region

sgACC or sACC

Figura 5. Corteza cingulada anterior (anterior cingulate cortex) y corteza posterior cingulada
(posterior cingulate cortex). Diferencias anatdmicas entre las regiones correspondents a las
regiones cinguladas. Tomada de The association of genetic variation in CACNALC with

resting-state functional connectivity in youth bipolar disorder

En roedores la ACC (Figura 6) forma parte de la corteza prefrontal medial y la CPC ventral o
area 23 presenta caracteristicas de la corteza retroesplenial, considerandose el homoélogo de la
CPC en cerebros murinos (RSG/RSD) (Lu et al., 2012)

L
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Figura 6. Anatomia comparada de las regiones anatomicas involucradas en el TEA. Verde:
Corteza cingulada anterior (ACC) en humanos, Corteza prefrontal medial (CPC) en ratones.

Naranja: hipocampo, Azul: talamo, Morado: amigdala. Modificado de Africa Flores 2017.

2.1.1.1.4 Corteza Retroesplenial

El area o corteza retroesplenial (RSC) es una region de la corteza que corresponde al area 29 y
30 de Brodmann localizada en la parte inferior del giro cingulado, en lo profundo del sulco del
cuerpo calloso. En humanos corresponde al 0.3% de la corteza mientras que en roedores esta
implica méas de la mitad del area cortical (Milczarek & Vann, 2020). En humanos se encuentra
conectada reciprocamente con la corteza cingulada posterior (CCP) y el Hipocampo (Rolls et
al., 2023). En roedores la RSG forma parte de la red neuronal por defecto que mantiene la
actividad sensorial (Lu et al., 2012). Anatdbmicamente se divide en una region 30, Agranular
(RSA) y una region Granular (RSG) area 29, Figura 7. (Tsai et al., 2022b).

En el autismo, se observa una fuerte sobre conectividad en tres conexiones: 1) entre la insula
anterior y la corteza retroesplenial (SN-DMN), 2) entre la insula anterior y el polo frontal (SN-
FPN) y 3) entre la corteza prefrontal dorsolateral y la corteza retroesplenial (FPN-DMN). Estas
diferencias persisten incluso al controlar la edad. Sin embargo, la conexion s6lo la SN-DMN
se relaciona con mayores sintomas de internalizacion en el autismo (Hogeveen et al., 2018).
En modelos animales de TEA se ha observado que defectos en la funcion sinaptica excitatoria
e inhibitoria en la corteza Agranular Retroesplenial (RSA) promueven un comportamiento
repetitivo y falta de sociabilidad en ratones (K. Yang et al., 2021) Modelos animales con
delecion de los genes SHANK 2 y 3 dentro de la RSA mostraron una conducta semejante al
TEA con una fuerte pérdida de la memoria social y pérdida de la funcién excitatoria
sinaptica(Garrido et al., 2022).
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| anatomy of the RSC across species |

human macaque

" ]granular RSC  [J] dysgranular RSC
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Figura 7. Comparacion anatomica de la corteza retroesplenial (RSC) de humanos y primates
no humanos, ratas y ratones. Se observa como el RSC cubre el aspecto caudal del CPC y
esplenio del cuerpo calloso, mientras que en roedores se ubica dorsalmente y abarca cerca de
la mitad del cerebro. En color café la region granular (RSG) y en negro la region agranular
(RSA). Tomada de Michal M Milczarek and Seralynne D Vann, 2020.

2.1.1.1.5 Sistema somatosensorial

La corteza somatosensorial es una estructura localizada en el giro post central, que corresponde
al &rea de Brodmann 1, 2,y 3, esta ultima se subdivide en 3 ay 3b (Valchev et al., 2016). El
borde rostral de la 3a (S2) se encuentra en el nadir del sulco central, es caudalmente seguido
por la 3b (S1), después por el area 1, que ocupa el apice del giro post central, y 2 que termina
en el nadir del sulco post central. Solo las neuronas del area 3 presentan actividad ante
estimulos de sensacion (Roux et al., 2018), siendo la 3b la corteza somatosensorial primaria
(S1), la cual contienen grupos de neuronas llamadas S1 y fibras conocidas como
whinkers(Krupa et al., 2001)La S1 recibe proyecciones del nacleo pulvinar del tdlamo e
interactla con la 1y 2 durante la comunicacion y con la 1 durante el reconocimiento de formas
y tamanos. Lesiones en esta region suelen afectar la nocicepcion, termocepcion, y el sentido

del tacto ya que reconoce los estimulos propioceptivos en diferentes proporciones segun la
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region del cuerpo. Estos se representan en la figura distorsionada del homdnculo (humana o
murina) que representa las partes del cuerpo basado en la proporcion de la region sensorial (S1)
a dichas funciones, observando una mayor proporcién en el rostro y manos (Figura 8). La
importancia de esta region en la sociabilidad se demostré en modelos humanos y animales. Un
estudio exploratorio en nifios con TEA muestra que existe una disminucién en la respuesta
cortical temprana en la region Somatosensorial 1 en el hemisferio izquierdo (Marco et al.,
2012). Ademas, en modelos animales con la delecion del gen que codifica para la proteina de
adhesion CNTNAP2 muestran una conducta semejante al TEA asociado a una mayor
estimulacion de las neuronas de la S1 que comprometen el reconocimiento sensorial del

entorno mediado por los bigotes (Balasco et al., 2022).

L1 e ——
L2/3

L4
;-
L6

Figura 8. Comparacion del homunculo de raton y humano. ElI homunculo representa las

regiones del cuerpo de manera distorsionados segln la proporcion sensorial involucrada a
dichas funciones. Corteza somatosensorial (1). Numero de estratos o placas en la region

somatosensorial. Tomado de Balasco, Giovanni Provenzano, Front Psychiatry. 2020.

2.1.1.2 Regiones subcorticales

Las regiones subcorticales son estructuras de nucleos neuronales que se localizan en el cerebro

medio por debajo de la neocorteza. Estas incluyen estructuras como la amigdala y el cuerpo
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estriado dorsal (nucleo caudado y putamen) y ventral (nicleo accumbens, tubérculo olfatorio.
A continuacién, se describira brevemente las caracteristicas anatdmicas y su asociacion al
desarrollo del TEA.

2.1.1.2.1 Amigdala

La amigdala es una estructura de somas neuronales localizada en el 16bulo temporal sobre la
region del uncus. Tiene aproximadamente 13 nucleos (Figura 9), los cuales se dividen en otros
5 grupos mayores: nacleo basolateral, nicleo cortical, nucleo central, nucleo amigdaloide y
amigdala extendida(Birn et al., 2014; Seguin et al., 2021). Forma parte del sistema limbico, su
funcion esta relacionada con regular emociones, ansiedad, agresion, miedo, cognicion social,
comportamiento y memoria. Esta implicada en trastornos del suefio, depresion, agresion
(Ressler, 2011). En los roedores la amigdala anatomicamente se divide en las regiones del
complejo baso lateral (BLA), ndcleo basal (BA), nucleo lateral (LA). La amigdala central esta
compuesta por nucleo centro media (CEm), y nacleo centro lateral (CEI) (Figura 4) (Keifer et
al., 2015). En un estudio macroestructural de los nueve subndcleos de la amigdala realizados
por resonancia magnética en adolescentes de 12 a 15 afios con TEA se observé un aumento del
complejo basolateral (BLA) a comparacion de los adolescentes con desarrollo tipico. Ademas,
este aumento de la BLA correlacionaba positivamente con la severidad de los signos clinicos
(Sequin et al., 2021).

Figura 9. Estructura anatdbmica compara de la amigdala humana y murina. (A) Amigdala
humana nucleo basolateral (BL), nicleo basomedial (BM), nucleo central (CE), nucleo lateral
(La), nucleo medial (Me), tracto dptico (OT), cuerno temporal del ventriculo lateral (TLV),
fasciculo uncinato (UF). (B) En ratones las regiones homdlogas son el Nucleo basal (BA),
Nucleo lateral (LA), Nucleo centromedial (CEm), y nucleo centrolateral (CEI). Modificada de
Birn, R., Shackman 2014 (Birn et al., 2014)
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2.1.1.2.2 Hipocampo

El hipocampo es una estructura localizada en el l16bulo temporal que posee caracteristicas
citoarquitectonicas corticales (arquicorteza) y subcorticales que son conocidas como formacion
hipocampal. Es parte de la formacion hipocampal la cual incluye el hipocampo propiamente,
el giro dentado, subiculo, pre y para subiculo, y corteza entorrinal.

El hipocampo tiene una estructura en “U”, su forma se le relaciona con un caballo de mar, de
ahi su nombre (latin hippocampus “monstruo de mar”) (Figura 6). También se le llamé cuerno
de carnero (Cornu ammonis), de cuyas iniciales “CA” se nombraron las regiones del
hipocampo. Se localiza en el cuerno temporal de cada ventriculo lateral. La formacién del
hipocampo suele Ilamarse a esta estructura y estrechamente relacionadas anatomicamente
como el giro dentado y el subiculo. La formacion esta dividida en las regiones CA1, CA2, CA3
y CAA4 distribuidas en las porciones ventral, intermedia y dorsal. En cortes histolégicos se
distingue de la corteza del 16bulo temporal por su densidad, una region altamente poblada de
células piramidales. Cada region CA tiene histolégicamente diversas placas o estratos que
contienen conjuntos celulares (piramidal, radia, granular, molecular, oriens, leculosum), que
van de 7 a 3 dependiendo la CA. La region CA2 es esencial para la memoria social (Hitti &
Siegelbaum, 2014).

La funcion del hipocampo esta estrechamente asociada al circuito limbico que es responsable
de regular las emociones. Su regién dorsal se correlaciona con la memoria espacial, memoria
verbal y aprendizaje (Strien et al.,, 2009). Mientras que la ventral se integra en el
acondicionamiento al miedo y los aspectos afectivos (Fanselow & Dong, 2010). EL hipocampo
también es prioritario para procesos cognitivos asociados a plasticidad sinaptica y la
potenciacion de memoria a corto y largo plazo (Abe, 2001), mediante su integracién con
circuitos cerebrales selectivos. Por ejemplo, los circuitos de entrada al hipocampo se destacan
el que viene del talamo a la region CA1, que distribuye la dopamina, serotonina y norepinefrina,
cuya actividad y conectividad esta implicita en la formacion del proceso de memoria (Teixeira
et al., 2019) Asi como la entrada de fibras de GABA del nlcleo septal media al hipocampo. El
circuito de salida del hipocampo mas grande viene a través de la corteza entorrinal (De CAl a
subiculo) que atraviesa de manera unidireccional como asa tri-sinaptica entre el giro dentado,
CA3y CA1l (Moser, 2011). Esta ruta unidireccional se aprecia en la imagen siguiente en color

verde, azul y rojo (Figura 10). Otro es la salida que atraviesa del fornix al septo lateral.
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Pacientes con autismo presentan alteraciones en la conectividad entre diferentes regiones del

hipocampo (Micheau et al., 2014).

El hipocampo es de las regiones mas involucradas en el TEA. Se ha reportado que sujetos con
TEA presentan una reduccion en la conectividad entre hipocampo y giro fusiforme asociados
al procesamiento visual como procesamiento de rostros y otros aspectos visuales mas

complejos en el autismo clinico(Neufeld et al., 2023).

Dentate 1 mm

gyrus

Figura 10. Estructura del hipocampo de roedor. En rojo, azul y verde se muestra el asa tri-
sinaptica que guia de manera unidireccional las fibras axonales entre el giro dentado, las células
piramidales de la CA3 y CAL que provienen de la corteza entorrinal. Tomado de Moser,
Nature, 2010.

2.1.1.3 Plexo Coroideo

El plexo coroideo (PC o CP por sus siglas en inglés chroid plexus) es una estructura de epitelio
simple cubico que revierte la pared de los ventriculos y que se encarga de la produccion del
liquido cefalorraquideo. Esta estructura comunica el sistema nervioso y el sistema inmune
mediante estructuras adyacentes (Figura 11) del parénquima a través de la barrera conocida
como Cerebro-liquido cerebroespinal (M. D. Shen, 2018). EIl rol de esta estructura se ha
asociado con enfermedades neurodegenerativas y drenaje linfatico (Glymphatic system)
(Municio et al., 2023). En relacion con el TEA se observo que pacientes con autismo presentan
volumen aumentado de los ventriculos, y que existen diferencias de distribucion espacial en
CP en sujetos con TEA (Bitanihirwe et al., 2022; Levman et al., 2018). Modelos animales de

conducta semejante al TEA inducidos por Activacion Inmune Materna (MIA por sus siglas en
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inglés) muestran un aumento en citocinas como CCL20 Mcpl, asi como infiltracion de

macrofagos en esta estructura (Cui et al., 2020).
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Figura 11. Plexo Coroideo. Una estructura de epitelio simple cubico que recubre las paredes
de los ventriculos y proporciona una barrera en regiones con barrera hematoencefalica aursente.

Tomado de Vandenbroucke Roosmarijn E. and Libert Claude. 2015.
2.1.1.4 Cerebelo

El cerebelo es una estructura localizada postero ventral en humano y posterior en roedores, y
organizado en tres regiones: anterior, posterior y floculonodular. La primera separada de la
segunda por la fisura primaria y la segunda separada por la fisura posterolateral. Estas tres
regiones contienen diez I6bulos que se disponen del I-V en el anterior, VI-1X en el posterior y
el X en el floculonodular (Figura 12). La corteza cerebelar histolégicamente contiene varios
estratos celulares, de los cuales los mas importantes son las células de Purkinje y células
granulares. La funcion principal del cerebelo es la regulacion del movimiento, equilibrio,
coordinacion, postura y aprendizaje motor. Sin embargo, también posee funciones cognitivas
como la atencién, lenguaje y control emocional. Se ha reportado que la regién anterior (I, 11,111,
IV, y V) estan involucradas en funciones motoras, mientras que la region posterior se encarga
de la cognicion y el afecto (Depping et al., 2018). El cerebelo se comunica con la corteza

cerebral a través de una via de entrada que conecta la region cortical cerebral en el nucleo de
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la base del puente con fibras eferentes al cerebro (proyecciones cortico-ponto-cerebelares). Por
otro lado, el cerebelo tiene una via de salida que lleva proyecciones de la corteza cerebelar a la
corteza frontal a través (Stoodley & Schmahmann, 2011)eo cerebelar (Stoodley & Schmahmann,
2011). De interés, estudios realizados en humanos con dafio cerebelar demostraron que estas
personas manifestaban déficit de habilidades sociales y de emociones (Hoche et al., 2017),
sugiriendo que defectos en la sociabilidad, conducta obsesiva y problemas de comunicacion
pudiera estar relacionados con un déficit en la comunicacion del circuito cerebelo-cortical
(Rogers et al., 2013). En el modelo inducido con Polyinosinic: polycytidylic acid (poly 1:C),
una molécula que estructuralmente mimetiza un RNA de doble cadena viral, se encontré un
déficit de células de Purkinje en los I6bulos VII similares a los encontrados en los sujetos con
TEA (L. Shi et al., 2009),

Posterior
lobe

Flocculonodular lobe

Figura 12. Anatomia del Cerebelo. La regién anterior (I, Il, I, 1V, y V) estan involucradas
en funciones motoras, mientras que la regién posterior se encarga de la cognicion y afecto.

Tomada de Depping 2018.
2.2 Alteraciones estructurales del cerebro en el TEA

El avance tecnoldgico en las ultimas décadas enfocado a imagen cerebral ha permitido la
identificacion de variaciones neuroanatomicas en sujetos con TEA respecto a los individuos
sanos (Figura 13). Se ha observado que sujetos con TEA presentan un aumento en volumen
y peso del cerebro, los cuales dependen de la edad, el sexo, la severidad de los signos clinicos

y el tipo de andlisis de la muestra o el estudio (in vivo o postmortem) (Magnetic & Imaging,
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2012). En 2020, Westeinde y colaboradores reportaron en mujeres con autismo un incremento
en el adelgazamiento del surco interparietal derecho y un volumen reducido del giro orbital
derecho. Mientras que en hombres observaron aumento del circuito cortico-estraital, nicleo
caudado y globus palidus (Westeinde et al., 2020). En otro estudio se identificd
sobrecrecimiento de la region de la corteza frontal durante el desarrollo posnatal (Alex P. A.
Donovan & Basson, 2017).

OFC - Orbitofrontal cortex IFG- Inferior frontal gyrus " | OFC - Orbitofrontal cortex
ACC - Anterior cingulate cortex (Broca's area) ACC - Anterior cingulate cortex
FG — Fusiform gyrus STS — Superior temporal sulcus BG - Basal ganglia
STS - Superior temporal sulcus SMA - Supplementary motor area| Th — Thalamus
A — Amygdala mirror neuron regions| BG — Basal ganglia
IFG = Inferior frontal gyrus SN = Substantia nigra
PPC — Posterior parietal cortex Th = Thalamus
PN — Pontine nuclei cerebellum

Figura 13. Regiones con alteraciones estructurales en el sujeto autista. Adaptada de Amaral,
Schumann, & Nordahl, 2008

En 2012, Ecker y colaboradores no reportan cambios significativos en el volumen del cerebro.
Sin embargo, mostraron por comparacion en voxel un incremento de la materia gris del l6bulo
temporal anterior y la region parietal dorsolateral, ademéas de una reduccion significativa de la
region parietal y occipital comparadas con el control. En este estudio las regiones con una
diferencia mas significativa fueron cerebelo, ganglio basal, amigdala y l6bulo parietal inferior,
corteza cingulada y regién prefrontal, asi como reduccion en la materia blanca (Magnetic &
Imaging, 2012). Postema y colaboradores en 2019 realizaron un estudio donde mostraron
evidencia de que el cerebro del paciente TEA tiene una estructura asimeétrica (Figura 14). Ellos
encontraron que 1774 individuos con TEA muestran adelgazamiento de la regién cortical
media frontal, corteza orbitofrontal, area temporal inferior y cingulada. Por otro lado, la region
del putamen muestra un incremento en volumen. Estos cambios no tuvieron relacion con sexo,

grado de autismo, edad o coeficiente intelectual (Postema, 2019).
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Effects of diagnosis on cortical thickness asymmetry
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Figura 14. Diferencias anatomicas del cerebro del sujeto TEA con una escala del tamafio
del efecto d de Cohen. En la barra se muestra en color azul un valor d de Cohen negativo y
representa un incremento en la asimetria. EI color amarillo es un valor d de Cohen positivo y
representa una reduccion en la asimetria. La region cortical (A) y area cortical (B) muestran
un adelgazamiento e incremento en la asimetria. Mientras que existe un incremento de volumen
en la region subcortical (reduccion en la asimetria), principalmente en el putamen (C). Tomado
de Postema 2019.
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2.2.1 Alteraciones estructurales del cerebro de modelos animales de conducta semejante
al TEA

Algunas de las alteraciones estructurales y de conectividad encontradas en las regiones
cerebrales del sujeto TEA se han observado en modelos animales con conducta semejante al
TEA.

Existen diversos modelos animales de conducta semejante al TEA donde se han reportado
alteraciones estructurales. alargamiento de ventriculos(Piontkewitz et al., 2012), pérdida
neuronal en hipocampo y corteza prefrontal(X. Zhao et al., 2021). En otro modelo inducido
con &cido valproico, una droga utilizada para el tratamiento para la epilepsia durante la
gestacion, muestra que la progenie presenta alteracién en la morfologia de la amigdala, asi
como reduccidn de neuronas en corteza frontal y cerebelo (H. Zhao et al., 2019). En un modelo
de conducta al TEA inducido por mutaciones en el gen FMR1 (Fragile X syndrome), el cual
en humanos se relaciona con el TEA, se encontré un mayor tamafio de nucleo caudado, y un
menor tamafio de vermis cerebelar posterior, amigdala y giro temporal superior (Gothelf et al.,
2009). Uno de los modelos genéticos mas ampliamente utilizados en el estudio del TEA es el
BTBR (BTBR T+tf/J) en el cual existe una ausencia del cuerpo calloso y una disminucién de
comisura del hipocampo los cuales se relacionan con la conducta semejante al TEA (Wahlsten
et al., 2003). Sin embargo, estudios recientes muestran que modificaciones a este modelo
(BTBR TF/ArtRbrc (BTBR/R),) presentan un cuerpo calloso intacto, y una moderada actividad
hipocampal, asociado a una acentuacién mas agresiva de la conducta semejante al TEA (C.-W.
Lin et al., 2023) En otros modelos genéticos como OV y AVP (oxitocina y vasopresina),
NLGN3 y 4, TSC, CNTNAP2, no se encontraron diferencias anatdmicas significativas
(Patterson, 2012).

2.2.2 Alteraciones en la conectividad del cerebro en el TEA

La conectividad cerebral es un estudio que nos permite evaluar la conexion y comunicacion
que existe entre distintas regiones cerebrales. Se divide en tres: estructural, funcional y efectiva
(Pawela & Biswal, 2011). Las técnicas mas empleadas para estos estudios son la resonancia
magnética de imagen (MRI), resonancia magnética funcional (fMRI), electroencefalograma
(ECG) y la tomografia por emision de positrones (TEP). A pesar del avance tecnoldgico aun
existen limitantes en el analisis estructural del cerebro lo que genera reportes no concluyentes

e incluso contradictorios acerca de los cambios encontrados en cerebros de individuos con
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TEA. Por otro lado, estudios de neuroimagen en pacientes y muestreos post mortem muestran
que pacientes con TEA tienen una deficiente conectividad estructural de largo alcance y
regional (cortical-cortical) en la corteza frontal (Vissers et al., 2012). En una revision realizada
por Balsters y colaboradores mostré que el incremento en la conectividad funcional entre el
cuerpo estriado y la regidn parietal, asi como la reduccién entre el esta y la region frontal es
fundamental en el desarrollo de la conducta del TEA (Balsters et al., 2018). Otros estudios de
conectividad efectiva en individuos con TEA y modelos murinos con conducta semejante al
autista sugieren que el volumen del cerebro estd relacionado con el decremento de
conectividad, especificamente se demuestra reduccidn de la region anterior del cuerpo calloso
y un menor numero de conexiones interhemisféricas frontales (Fuccillo, 2016; Schaer et al.,
2013). En un estudio reciente se demostrd que el comportamiento repetitivo (obsesivo) esta
estrechamente relacionado a la region del cuerpo estriado en nifios con TEA donde la severidad
de los signos clinicos esta asociada a la hiper conectividad de dos areas corticales; occipital y

frontal del hemisferio izquierdo (Figura 15) (Martino et al., 2020).

Cuneal cluster
\ _ Left frontal
. cluster

Fronto-parietal
striatum

Somato-motor striatum Default mode striatum

Figura 15. Relacién entre la conectividad de regiones cerebrales en el paciente TEA. Se
muestra la correlacion entre la conectividad funcional intrinseca. Existe una relacién positiva
entre el cuerpo estriado somato-motor y la corteza occipital (cuneal cluster) en ambos
hemisferios (azul) También existe una correlacion positiva entre el cuerpo estriado fronto-
parietal y el giro frontal superior (amarillo-rojo). Modificado de Martino 2020.
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2.2.3 Alteraciones en la morfologia neuronal en sujetos con TEA

Se han reportado diversos hallazgos en la morfologia y nimero de las dendritas axonales de las
neuronas en muestras posmortem de individuos con TEA y modelos murinos con conducta
semejante al autismo. Una revision reciente muestra que sujetos con TEA tienen una menor

ramificacion de las dendritas en la region CA4 y CA1 del hipocampo y corteza prefrontal
dorsolateral (Baron-Mendoza et al., 2019). También se han mostrado evidencias de una mayor

densidad en las conexiones talamocorticales y cortico-corticales, asociadas a crecimiento
axonal desregulado, deficiencias en los procesos de muerte celular programada y una reduccion
en la conectividad debido a un menor grosor de la mielina de la corteza orbital frontal y corteza
cingulada anterior (Mcfadden & Minshew, 2013). En estudios previos se analizaron las
diferencias funcionales asociadas al sexo en el sujeto con el TEA, encontrando que en hombres
existe una menor actividad en la conectividad neuronal comparados con el control, mientras
que las mujeres con TEA presentaban una mayor actividad en la conectividad de diversas
regiones lo que implica que los signos clinicos del TEA dependientes de sexo son determinados
por la conectividad que se observa en el cerebro. En este estudio se hipotetiza que existen
alteraciones de conectividad reportadas: 1) Circuito del sulco superior temporal (STS) el cual
es encargado del procesamiento social, conexién amigdala-orbitofrontal y region frontoparietal
en hombres, y 2) Deficiente conexion funcional de la corteza cingulada posterior (CPC) en
ambos (Alaerts et al., 2016). En modelos animales con delecién del gen que codifica para
FMR1, localizada en las dendritas de las neuronas muestra cambios en la morfologia de la
neurona, obteniendo una mayor cantidad de espinas dendriticas largas, y una menor cantidad
de espinas dendriticas cortas ademas de mostrar una morfologia inmadura (Martinez-Cerdefio,
2018).
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2.3 Etiologia

La etiologia del desarrollo del TEA en sujetos integra un mecanismo multifactorial, que
involucra el metabolismo, la inmunidad, el nivel de neurotransmisores y la contribucién

genética o epigenéticos.
2.3.1 Factores heredables
2.3.1.1 Genética

Estudios genéticos realizados en pacientes con TEA han detectado algunas de las mutaciones
més comunes localizadas en genes que codifican proteinas implicadas en el neurodesarrollo y
que se asocian a sindromes neuroldgicos como el gen TSC1 (esclerosis tuberosa), MECP2,
(Sindrome Rett y sindrome X fragil) y (FMR1). Por otro lado, los genes también se han
identificado alteraciones génicas en genes que regulan la comunicacién sinaptica, incluyendo
a los que modulan la plasticidad sinaptica (CNTAP, NLGN, o NRXN), trafico de vesiculas
sinapticas (SYN1, SYNZ2), trasporte de iones (SCN2A), canales de voltaje de calcio
(CACNB2), canales de voltaje de potasio (KCNQ3), y GABA (GBRG3) (Sellick et al., 2021).
La caracterizacion de algunos de estos genes, han identificado al gen SHANK (SH3 and
multiple ankyrin repeat domains proteins) que regula la plasticidad cerebral. Mutaciones del
tipo SHANK?2 y SHANKS3 en individuos con TEA, inducen un mayor nimero de conexiones
sinapticas en neuronas y sobrecrecimiento axonal (Geschwind., 2014; Mcfadden & Minshew,
2013; Zaslavsky et al., 2019) Adicionalmente, se ha identificado que sujetos autistas se detectaron
polimorfismos en el gen del receptor D3 de la dopamina asociados a un mayor volumen del
cuerpo estriado y severidad de los signos clinicos. Otros polimorfismos detectados en genes
del receptor de dopamina 4 (DR4) y DAT (dopamine transporter (DAT) gene) fueron asociados
a comportamiento repetitivo en sujetos autistas (Paval, 2017a). Finalmente, en una revision
realizada por Balasco y colaboradores en 2020, el 90% de sujetos con trastorno del espectro
autista presentan experiencias sensitivas atipicas como hipo o hiperreactividad con respuestas
anormales al tacto. Reportan que modelos animales con anormalidades sensitivas muestran
mutaciones en genes asociados al TEA como Fmrl (plasticidad sinaptica) y celulares como

una menor cantidad de neuronas entre el estrato 2/3 (Balasco et al., 2020).
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2.3.1.2 Epigenética

La epigenética son factores del entorno capaces de modular la expresion genica a través de la
exposicion o compactacion de la cromatina, que no modifican la estructura del DNA. Estas
modificaciones como la acetilacion o metilacion de DNA o histonas pueden modular la
expresion génica en estadios adultos por el estilo de vida, o ser adquiridos durante la gestacion
y mantenerse de forma transgeneracional y que estan involucrados en el desarrollo de

enfermedades psiquiatricas como el TEA (Tremblay & Jiang, 2019) (Ruzicka et al., 2017).

Estudios de metilacion de DNA en sujetos con TEA se han reportado diversos cambios en la
marca epigenética como la trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3) en la corteza
prefrontal (Shulha, 2012). En estudios de genoma completo se encontrd que sujetos con TEA
muestran un bajo nivel de metilacion del gen asociado a la depresion sinaptica a largo plazo
PRRT1 (Proline-rich transmembrane protein 1) asociado a una reduccién en la plasticidad
sinaptica en tres regiones cerebrales (corteza prefrontal, temporal y cerebelo) (Ladd-Acosta et
al., 2014) Se ha reportado que la conducta semejante al TEA inducido con &cido valproico
durante la gestacion presenta un efecto transgeneracional encontrado hasta la generacion F3
(nietos), asociado a defectos en el balance inhibidor excitatorio sinaptico en la corteza (Choi et
al., 2016). En el modelo de TEA inducido por delecion del gen SHANKS3 se observo que las
metiltransferasas (DNMT), enzimas que transfieren los grupos metilo al DNA, presentan una
disminucion en la expresion de Dnmtl y Dnmt3b en corteza, mientras que en el hipotalamo
tienen un aumento en la expresion de Dnmt3a y Dnmt3b, lo que sugiere una regulacion
epigenética region-especifica (Srancikova et al., 2021). Finalmente, se ha reportado que
hormonas como la oxitocina presentan bajos niveles de metilacion a nivel del promotor
asociados con una mayor habilidad social y actividad del sulco superior temporal, asociado a

mayor volumen de la corteza gris del giro fusiforme (Haas et al., 2016).

2.3.1.3 Teoria de la disfuncion de neurotransmisores en el TEA

Clinicamente se ha asociado disfunciones en el transporte de neurotransmisores en la
patogénesis del TEA. Los neurotransmisores son mensajeros quimicos que se transmiten de las
células nerviosas a las células diana a través de vesiculas sindpticas durante la sinapsis. Se

clasifican en aminoéacidos (glutamato, GABA (&cido y-aminobutirico)), péptidos (oxitocina,
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sustancia P) y monoaminas (epinefrina, serotonina, histamina, dopamina). A continuacion,
mostraremos algunas evidencias que involucran la disfuncion dopaminérgica y regulacion del

GABA/Glutamato involucradas en el desarrollo del TEA.
2.3.1.3.1 Dopamina

En pacientes con un desarrollo tipico la liberacion de dopamina por neuronas dopaminérgicas
regula el sistema de recompensa (circuito mesocorticolimbico) y la funcion motora (circuito
nigroestriatal)(Paval, 2017b) circuito mesolimbico consiste en neuronas dopaminérgicas del
area tegmental ventral (VTA) quienes presentan proyecciones hacia la corteza prefrontal y el
cuerpo estriando ventral (ntcleo accumbens), estructura involucrada en la fisiopatologia de las
adicciones. Por otro lado, el circuito nigroestriatal son neuronas de la Sustancia nigra que
proyectan hacia el cuerpo estriado dorsal (nicleo caudado-putamen) (Supekar, Kochalka, Schaer,
Wakeman, & Qin, 2018). Los individuos con TEA no muestran diferencia en la sintesis de
dopamina (Schalbroeck et al., 2021), sin embargo, estos se caracterizan por presentar una
menor motivacion de socializar (Chevallier et al., 2012) asociado a disfuncion en la
conectividad del sistema dopaminérgico (Supekar, Kochalka, Schaer, Wakeman, Qin, et al.,
2018). Pacientes con TEA se ha demostrado que tienen una menor actividad dopaminérgica
(Figura 16) en la corteza prefrontal (Ernst et al., 1997). Por otro lado, modelos animales de
conducta semejante al TEA muestran que existe un incremento en la densidad del receptor de
dopamina D2 en estriado ventral en modelos de conducta semejante al TEA (BTBR, Fmrl-/-
y Shank3 -/-) (Chhabra et al., 2023). El aumento excesivo en la actividad de los receptores D1
en Sustancia nigra (SNC) y cuerpo estriado dorsal (Std), asi como la eliminacién de receptores
los D2 en Std promueven el déficit en sociabilidad (Lee et al., 2018). Lo que sefiala la
implicacion del circuito cortico-estratial y la expresion de receptores-region dependiente.
Ademas, ratones tratados con Pimozide, un antagonista de la dopamina en SNC presentan
comportamiento ciclico (Vaccarino & Franklin, 1982), un patron de comportamiento también

asociado al sistema dopaminérgico observado en el TEA (H. Kim et al., 2016)
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Figura 16. Comparacion de la conectividad mesolimbica. El sistema limbico es la principal

ruta dopaminérgica, la conexidn entre el nicleo accumbens (NAc) y el area tegmental ventral
(VTA) es menor en individuos con trastorno del espectro autista. Modificado de
Superkar,2018.

2.3.1.3.2 GABA/Glutamato

El equilibrio entre la excitacion mediada por el glutamato y la inhibicién mediada por el GABA
es fundamental para el funcionamiento normal del cerebro y el desbalance de este sistema no
ha sido totalmente esclarecido en el desarrollo del TEA(Kolodny et al., 2020). Pacientes con
severos signos del TEA y 2 modelos animales de conducta semejante al TEA (NIgn3 y acido
valproico) mostraron una concentracion reducida de glutamato en el cuerpo estriado pero
ninguna alteracién significativa en los niveles de GABA (Horder et al., 2018b) (Horder et al.,

2018a). La relacion GABA/Glutamato y el balance E/I depende de la concentracion de cloro
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intracelular de los trasportadores de cloro NKCC1 (Na-K-Cl cotransporter 1(Chew et al.,
2020). La bumetanida, un farmaco diurético que inhibe NKCC1 y favorece el cambio E//l fue
administrado a pacientes con TEA en un estudio clinico en fase 3, donde se observo que este
reduce el cociente de GABA/Glutamato en la corteza insular y corteza visual promoviendo la
mejoria de los signos clinicos (L. Zhang et al., 2020). En modelos de conducta semejante al
TEA la bumetanida restaura el perfil electrofisiolégico del area CA3 del hipocampo, células
de Purkinje en cerebelo, y resTabla el volumen normal del cerebro (Lemonnier et al., 2017).
Sujetos con TEA entre 15y 19 afios mostraron un aumento en los niveles de Glutamato, GABA,
y una menor en la relacion GABA/glutamato, ademas de un decremento en marcadores de

inflamacién en sangre (El-Ansary & Al-Ayadhi, 2014)

Estas evidencias proponen que los neurotransmisores como la dopamina y GABA, juegan un
papel importante en el desarrollo de las caracteristicas conductuales en el TEA (Macerollo &
Martino, 2013; Marotta et al., 2020). Finalmente, observamos este desbalance en
neurotransmisores se relaciona con la respuesta inflamatoria. Por lo que a continuacion se

desarrollara la teoria de la inflamacion en el desarrollo del TEA.
2.3.1.4 Teoria de la respuesta inflamatoria y Neuroinflamacién

Recientemente se ha descubierto el papel que juega el sistema inmunoldgico en la modulacién
del desarrollo neurolégico (Pasciuto et al., 2020) y el desarrollo de enfermedades psiquiatricas
como la depresion, la esquizofreniay el autismo, en donde se reporta una respuesta inflamatoria
en el cerebro denominada neuroinflamacién (Singhal & Baune, 2017) A continuacion de
describird de manera detallada en que consiste el proceso inflamatorio, las moléculas y células
involucradas en la respuesta en periferia, sistema nervioso central y neurodesarrollo, y como

estas sefiales convergen en el desarrollo de trastornos mentales como el TEA.
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2.4 Respuesta Inflamatoria
2.4.1 Respuesta Inflamatoria sistémica aguda

La inflamacidn es un mecanismo de respuesta a microrganismos, alérgenos o componentes de
lesiones tisulares (L. Chen et al., 2018) orquestado por el sistema microvascular (Pober & Sessa,
2015) que favorecen el incremento de la permeabilidad, vasodilatacion, y el reclutamiento de
componentes celulares y moleculares del sistema inmunoldgico (Calcia et al., 2016), la cual se

divide en dos tipos de respuesta aguda y cronica.

La respuesta inflamatoria inicia luego de la disrupcion de la homeostasis vascular por lesion
del tejido, y el reclutamiento de componentes del sistema inmune innato por medio de
receptores para el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s)
como TLRs (Toll-like receptors), los cuales como el TLR4 es capaz de reconocer componentes
de las bacterias como el lipopolisacarido (LPS) o los acidos grasos saturados de la dieta (SFAS),
(Fessler et al., 2009) Otros como los RLRs (retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors)
son capaces de montar una respuesta antiviral (Rehwinkel & Gack, 2020). También esta los CLRs
(C-type lectin receptors) o NLRs (NOD-like receptors). Por otro lado, los patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPSs) son respuestas inducidas por el dafio tisular o muerte

(necroinflamacidn) estos componentes son reducidos en la Tabla 2. (Mazl6 et al., 2022)
Tabla 2. Componentes asociados a las respuestas mediadas por DAMPS y SAMPS

DAMP’s (Land, 2020a) Citoplasma e Uric Acid
e S100 proteins
e Heat-shock proteins (70, 90)

o IL-1

e ATP
Nucleares e DNA

e RNA

e HMGB1

¢ HMGN1
Mitocondriales e mMtDNA
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e TFAM
e Formyl peptide

¢ mMROS
Reticulo e Calreticulin
endoplasmico
Membrana e Syndecans
SAMP’s (Kutzner et al., 2019; | T regulatory e resolvin D1
Land, 2020b) lymphocyte e resolvin D2

e maresinla

o TGFp

Los DAMPs del tejido afectado activan vias de sefalizacion en células adyacentes al sitio de
lesién como citocinas con capacidad quimioatrayente (quimiocinas), que atraeran la llegada de
macrofagos especificos del tejido con fenotipo proinflamatorio (M1) y ceélulas
polimorfonucleares (PMNSs) como neutrofilos, asi como monocitos que salen de circulacion
sanguinea por marginacion, diapédesis y quimiotaxis (Filippi & Biology, 2017). Los monocitos,
macrofagos y dendriticas (DC) son células de linaje mieloide con capacidad presentadora de
antigeno (ACP) y una gran capacidad fagocitica. La funcion de las ACP es fagocitar los
patdgenos y llevar a cabo dicha presentacion a los ganglios linfaticos regionales a las células T
(células de linaje linfoide madurado en el timo) (Figura 17). Posteriormente los macréfagos
reclutados se encargaran de eliminar los restos celulares. Si el estimulo es eliminado, se liberan
citocinas que promoveran la diferenciacion de fenotipos de regulaciéon como los macrofagos
de tipo reparador o antinflamatorio (M2). Si el factor inmundgeno no se elimina o si los
estimulos son persistentes, se desarrolla un desbalance entre la tolerancia y la respuesta de
accion gque conlleva a montar una respuesta inflamatoria persistente o crénica (Schmid et al.,
2017).
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Figura 17. Respuesta inflamatoria aguda. Las células PMNs (polimorfonucleares) son
reclutadas una vez se liberan sefiales asociadas a patégeno (PAMPS) o a dafio (DAMPS) por
las células del tejido afectado, formando un edema (A), posteriormente son atraidas células
presentadoras de antigeno (ACP) quienes llevan el antigeno a las células T en los ganglios
regionales (B). La presencia de células inflamatorias en el tejido afectado puede llevar a la
reparacion del tejido o que la respuesta inflamatoria continle de manera cronica. Tomada de
Moro-Garcia 2018.

2.4.2 Respuesta Inflamatoria sistémica cronica

La inflamacidn cronica es una respuesta a largo plazo y de menor severidad en la que median
células vascular, y células del sistema inmune adaptativo como los linfocitos T y B (Cain et
al., 2009). Los linfocitos T son células mediadoras y reguladoras de la respuesta inflamatoria
y estas atraviesan por diversos procesos de diferenciacién y sefializacién durante los procesos
de inflamacion aguda y crénica. Una vez las células T nédive o virgenes (CD3+) entran en
contacto con una célula ACP estas adquieren un marcador de superficie CD4+ (cooperadores
0 helper) o citotoxico (CD8+) (Rugeles, 2017). Los linfocitos reconocen moléculas de
superficie MHC, CD4+/tipo Il y CD8+/tipo I. En el caso de los linfocitos T CD4+ estas tienen
no presentan marcador por los que se les conoce como Linfocito T 0 (Th0), y dependiendo del
estimulo ocurre una diferenciacion a diversos subtipos como Thl, Th2, Th9, Th22, Th17, Th
folicular (Tfh), Th regulador (Treg) (Zhu & Zhu, 2020).
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Por ejemplo, la IL-4 promueve un fenotipo TH1 el cual induce citocinas quimioatrayentes y
activadoras de otros linfocitos y macréfagos como TNF alfa, 1L-17, IL-12, IL-6, 1L-23 lo que
desencadena una serie de sefializacion promotoras o inhibidoras para regular (Hoft et al., 2000).
Los linfocitos T CD4+ Th1 pueden liberar citocinas (IL-4, IL-5, 1L-13) y reclutar linfocitos de
perfil Th2 (asociados a respuestas de hipersensibilidad o antiparasitaria) o IL-17 y activar
linfocitos Th17 (autoinmunidad) u otros linfocitos de perfil proinflamatorio (Th9, Th22 y Tfh)
(Figura 18). (Erik Wambre, Eddie A James, 2013). En la inflamacién crénica los linfocitos T
CD4 del tipo regulador (Treg) liberan moléculas como TGF-f, IL-27 que promueven la

tolerancia y permiten que la respuesta inflamatoria sea persistente.

Por otro lado, el linfocito CD8 es activado a través de tres procesos; estimulacién antigénica
(directamente de la ACP), estimulacion por citocinas (perfil Thl) o indirectamente por CD4+
que al ser activadas por la ACP expresan CD40L en su superficie, el cual expresard MHC | en
la superficie de la ACP que reconocera el CD8+ (Soong et al., 2014). Luego de su activacién

ese se encargara de eliminar las células infectadas.

Naive CD4+ T cells

— I\ NN

STAT4 STAT6 STAT6 STAT3 STAT3 STATS  STAT3
Tyl T2 Tno 17 Ty22 iTreg Ten
/i
PU RORyt “o) Bel5|
CXCR3 CCR4 CCR6 CCR10 cD25 CXCR5
CRTH2 CD161 cD127
IFN-y IL-4 IL-6 IL-13 IL-9 ILA7AF IL-22 IL-10 IL-21

TGFB

Figura 18. Subpoblaciones de linfocitos T CD4. Dependiendo del estimulo que recibe una
célula T virgen o ThO esta presentard un perfil de liberacion de citocinas asociado a la
inflamacion (Thl, Th2, Th17) principalmente, o un perfil antinflamatorio o de tolerancia
(Treg). Modificado de Wambre 2012.
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2.4.3 Moléculas inmunomoduladores durante la respuesta inflamatoria

Como se menciono anteriormente la respuesta inflamatoria involucra la participacion de células
del sistema inmune principalmente de tipo innato durante la inflamacién aguda como células
dendriticas, monocitos, macrofagos, neutrofilos, basofilos y eosinéfilos, asesinas naturales
(NK), linfocitos yd. Mientras que durante la inflamacion crénica se observan células de la
respuesta inmune adquirida como los linfocitos T y subtipos de células T CD4+ y CD8+,

resumidas en la siguiente Tabla 3 y Figura 19 (Dranoff, 2004).

Innate immunity > = Adaptive immunity
(rapid response) =X (slow response)

Dendritic cell Mast cell

[s3
Natural " 1
Killer cel 'gses8

“ e | ﬂ "\
\ H 4 Basophil \ / )
t Noo -~ '
> e(n’- /) \ S Amlb(*oes '/
- A Ecsiopnl \ e T cell /
[+ & s ol T ce]

" Neutopta
Figura 19. Componentes del sistema inmunoldgico. El sistema inmune innato
principalmente se forma de células polimorfonucleares (neutréfilos, eosinéfilos y basoéfilos),
sistema de complemento, y células presentadoras de antigeno como macréfagos, monocitos y
células dendriticas. El sistema adaptativo lo forman los linfocitos T y linfocitos B y sus
subpoblaciones. Las natural killer (NK), y los linfocitos y6 forman un vinculo entre ambas

respuestas. Tomada de Nature Reviews Dranoff, 2004.
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Tabla 3. Principales células del sistema inmune que montan la respuesta inflamatoria.

Linaje Células  Subpoblaci6 Funcion Referenci
n as

Macrofa M1 Desencadenan la respuesta  (Orecchi

go inflamatoria al ser activados por oni et al.,

DAMPs y PAMPs. Producen 2019)
citocinas como TNF-a, IL-1p and
IL-6 y quimiocinas. Se caracterizan
por producir iNOS (6xido nitrico

sintetasa)

M2 Liberacion de citocinas como IL-4, (Jetten et
IL- 13 inducen un perfil al., 2013)

caracterizado por

Secretar moléculas

antinflamatorias, IL-10 and TGF-f.

Se caracterizan por producir

Agringase-1 (estrés oxidativo).
Mieloi

de Monocit  Circulacion  Después de un estimulo son (Uchida

0 ) reclutados y producen citocinas et al.,
Residentes ) )
proinflamatorias en  humanos 2020)
(TNF, 1L-12, PD1) y ratones
(CX3CR1, CCR2, Ly6C). En

ratones monocitos  residentes

reguladores
(CD204).

CD204 disminuyen la respuesta

inflamatoria.

Célula Convencion La funcion principal de la DC es (Soltani
dendritic  al presentar antigenos a las células T et al.,
a cooperadoras. Libera citocinas 2020)

como IL-12 e interferon a. El DC
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Respuest

a innata
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Linfoid Linfocito

e

asesino
naturales
(NK)

Linfocito

S Y0

Reguladora
(Dcreg)

Humanos

Efectores
(CD56M"C
D16%

Reguladores

D56'°“CD16
high

Ratones
Efectores

CD11b'“C
D27hie"

V&2 T

(reconoce

pirofosfato)
Vol

Vo3 T cells

regulador tiene una funcion
supresora, secreta factores
inhibitorios como PDL1, TGF-B,
IL-10

No reconocen el MHC (carecen de
TCR) por lo que su papel en el
control de las células tumorales es
indispensable. La principal funcién
de los CD56"9"CD16*es la
citotoxicidad ya que tienen altos
niveles de perforinas. Los
reguladores activan o inhiben
linfocitos CD8 y NK efectoras a
través de la produccion de
NKG2A. Marcadores de
superficie: NK1.1, NKp46

Representan del 1- 10% de los
linfocitos circulantes. Promueven
reparacion de tejido e
inmunotolerancia. La dieta de
cafeteria  produce  dermatitis
mediada por células T v

productoras de IL-17.

(Lopez-
verges et
al., 2017)

(Lei et
al.,

2020),
(Coakley
et al.,
2020)
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Linfocito CD4 naive,

sT

Tho,

virgen.

CD4 Thl

CD4 Th2

CD4 Th17

0]

Se dividen en 3 V52 T (reconoce
pirofosfato), Vol y Vo3 T cells

reconocen glicoproteinas.

Se diferencian en otras células
cooperadoras como Thl con el
estimulo de IL-12, Th2 con el
estimulo de IL-4, o Th17 con IL-
17.

Activa celulas CD8 a través de
CD40/CD40L. Participa en la
diferenciacion de CD8 de
memoria. Es el principal productor

de citocinas proinflamatorias (

IL-1p8, IL-2, IL-12, TNF-a, and
IFN-v). Regula macréfagos.

Activan la respuesta inflamatoria
ante helmintos, participan en la
respuesta alérgica y activa la

respuesta humoral.

Secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
13, and IL-17E (IL-25). Regula

eosinofilos.

Participan en la  respuesta
autoinmune. Favorece la
diferenciacion de células T de
memoria. Secreta 1L-17, 1L22, G-

(Z. Shi et
al., 2020)

(Luca
Roncati,
2020)

(H.
Huang et
al., 2006)

(Nutman
& Section,
2016)

(Sandquist
& Kolls,
2018)
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CD4 Treg

CD8

CSF. Regula la funcion de

neutrofilos.

Expresan el factor de transcripcion

Foxp3 en el nlcleo y

CD25 y CTLA4 en la superficie.
Regulan la actividad de los
linfocitos en la  respuesta
inflamatoria. Los Treg ndive se
activan cuando la proporcion de

antigeno/MHC es desbalanceada.

Son importantes en la progresion
de la inflamacion crénica y
reprimen la respuesta inflamatoria
exacerbada durante el consumo de

dietas tipo cafeteria.

Orquestan la respuesta celular.
Eliminan células infectadas y
cancerosas. Se activan con
citocinas con estimulo antigénico
(ACP), citocinas (IL-2) e
indirectamente por Thl con la
expresion de MHC 1.

(Sakaguc
hi et al.,
2020)

(Chaudha
ry et al.,
2023)

(Ekkens
et al.,
2007)
(Chaudha
ry et al.,
2023)



2.4.3.1 Las citocinas regulan la respuesta inflamatoria.

Las citocinas son péptidos liberados por las células del sistema inmune y otros tipos celulares
especializados como fibroblastos o células endoteliales (Krishnaswamy et al., 1999). Estas
moléculas modulan la respuesta inflamatoria mediante una sefializacién autocrina y paracrina
(Caldwell et al., 2014). El criterio de clasificacion puede variar. Pueden ser clasificadas como
citocinas proinflamatorias o antinflamatorias. A través de mecanismos especificos como
aquellas que participan en el reclutamiento de células (quimiocinas) o en la respuesta antiviral
(interferones). También aquellas que son secretadas por células del sistema inmune
(interleucinas), o concretamente el tipo celular; linfocitos (linfocina), monocitos (monocina).
En la siguiente Tabla se resumiran las principales citocinas involucradas en la respuesta

inflamatoria clasificadas de acuerdo con su actividad en la respuesta inflamatoria.

Tabla 4. Principales citocinas involucradas en la respuesta inflamatoria

Tipo Citocina Actividad Funcién Fuente
Interferones | IFNy Promueven la respuesta antiviral, (Ashley et
activa Macrofagos, induce Thi, al., 2019)
activa NK.
IFN o Promueve células dendriticas
MCP-1  Su principal funcién es la de reclutar (Taghavi
monocitos. et al.,
2019)
Quimiocinas o - _
CXCL- Quimioatrayente del neutrdfilos . . (Banisor et
Proinflamatorias
8 /1L-8 al., 2005)
CCL3 Quimioatrayente de PMNSs, pirdgeno. (Melo et
al., 2009)
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TNF a

Interleucinas | IL-1B

IL-1a

IL-2

IL-4

IL-6

IL-12

58

Activa MAPK y la via de NFkB

Activa células T, regula Ila
inflamacion en la autoinmunidad,

induce ciclooxigenasas.
Activa TNFa

Diferenciacion, supervivencia,
activacion y potenciacion de T,
expansion y activacion de NK. En
dosis bajas regula la activacion y
supervivencia de Treg, promueve

tolerancia.

Activa el perfil Thl de CD8

Perfil ambiguo, como miosina tiene
perfil antinflamatorio, suprime TNF e

IL-1. Como citocina induce IL-10.

Es producida por ACP activas
durante la activacion de T ndive.
Activa DC y NK, produce perfil Thl.
Esta involucrada en la

autoinmunidad.

(Ting &
Bertrand,
2016;
Wajant &
Scheurich,
2011)

(Dinarello,
2018)

(Perry,
2018; Ye
et al.,
2018)

(Renkema
et al.,
2016)

(Fuster &
Walsh,
2014)

(Sun et al.,
2016)



IL-17 Incrementa la  expresion  de (Coakley
quimiocinas, TNF, IL-Se encuentra et al.,
altamente expresada en enfermedades 2020)
autoinmunes.

IL-18 Junto con IL-12 induce las
produccion de IFN y en NK.

IL-4 Activa las células Thl, diferencia (Renkema
células B en plasmaticas. Inhibe perfil et al.,
de macrofagos M1 y promueve el 2016)
perfil M2. Antinflamatorias

IL-10 Disminuye Thl, MHC I, inhibe (Kany et
NF«xB, TNF al., 2019)

TGF-B  Inhibe proliferacion de ceélulas T (Shomyseh
autoreactivos, activa Treg. Junto con Sanjabi,
IL-6 induce la diferenciacion de 2010)
Thil7.

2.4.4 Acoplamiento metabolico durante la respuesta inflamatoria

Otra caracteristica observada durante la modulacion y regulacién de la respuesta inflamatoria
es el papel del metabolismo mitocondrial. Se ha reportado que linfocitos efectores CD4+
durante el estadio no diferenciado (Th1) presentan un metabolismo que implica la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) (Hsiao & Hoppel, 2018). Por otro lado, ante un estimulo proinflamatorio
estos presentan un mayor empleo de la via de glucolisis (aumento de receptores (GLUTS) y
oxidacion de lipidos, debido a que son una fuente mas rapida para la produccién de ATP. Por
otra parte, el fenotipo T regulador (antinflamatorio o supresor) se ha reportado tiene una mayor
metabolismo asociado a la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) y oxidacion de acidos grasos, ya
que PD-1y CTLA4 son capaces de inhibir la glucolisis (Patsoukis et al., 2015) Esto se confirma
con estudios donde la administracion de a-cetoglutarato es capaz de revertir el fenotipo de

linfocitos T reguladores (antinflamatorios) en linfocitos de respuesta Thl (proinflamatoria),
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debido a un switch metabolico asociado a la acumulacion y sintesis de acidos grasos (Matias
et al., 2021) (Figura 20) (Moro-garcia et al., 2018). Sin embargo, esta reprogramacion
metabolica también se ha observado en linfocitos senescentes con una disfuncion del
metabolismo mitocondrial y un aumento de la glucdlisis, donde se favorece la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). En el caso de las células mieloides del sistema innato
también se ha reportado que macrofagos M1 es caracterizado por potencializar la glucdlisis,
incrementar la sintesis de &cidos grasos, y bloquear el ciclo del &cido citrico lo que conlleva a
disfunciones celulares afectando la funcion de la célula y generando tolerancia (Zubair et al.,
2021) Por otro lado, el metabolismo implicito en el M2 es definido por aumentar la
fosforilacion oxidativa y reducir la glucolisis (Harris, 2017). Lo que indica que el metabolismo
y sus intermediarios metabolicos podrian interferir en el desarrollo y mantenimiento de la
respuesta inflamatoria en condiciones de homeostasis y durante el proceso patolégico a
patdgenos y condiciones psiquiatricas. A continuacion, detallamos el efecto de la respuesta

inflamatoria en enfermedades psiquiatricas.

glucose

PENTOSE PHOSPHATE |

GLYCOLYSIS
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glutamate
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Effector T cells .
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Figura 20 Principales rutas metabolicas en linfocitos durante la respuesta inflamatoria. Los
linfocitos naive utilizan la fosforilacion oxidativa. Las células de memoria y linfocitos
exhaustos ruta de acidos grasos. Linfocitos senescentes la glicolisis y los linfocitos efectores la

via de lactato.
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2.4.5 Respuesta inflamatoria periférica en la enfermedad psiquiatricay el TEA

En ganador del premio Nobel en 1927, Julius Wagner-Jauregg propuso la participacién del
sistema inmune en el desarrollo de la enfermedad psiquiatrica. La neuroinflamacion es un
proceso que involucra la respuesta inflamatoria periférica en el sistema nervioso (Lurie, 2018).
Consiste en una respuesta inflamatoria de tipo cronico (Najjar et al., 2013). Y se asocia con el
desarrollo de enfermedades neurologicas y mentales como la depresién, la ansiedad,
esquizofrenia y dolor. Como se mencion0 antes, los factores como el estrés en etapas del
desarrollo o infecciones durante la gestacion (PANDA) imprimen un fenotipo proinflamatorio
en la microglia (Lurie, 2018). Se ha encontrado evidencia de como incrementan los niveles de
citocinas inflamatorias en circulacién de pacientes con psicosis. Sin embargo, el papel de la
neuroinflamacién en cerebro no es claro. (Mondelli et al., 2017). Reportes en sangre de
pacientes con TEA se ha encontrado un nivel mayor de citocinas proinflamatorias como GM-
CSF, TNF-q, IL-1B e IL-6, INF-y, e IL-13 (Xu et al., 2015). Se ha demostrado que distintos
farmacos que disminuyen la inflamacion (inhibidores de TNF e IL-1B) muestran mejoria
clinica en enfermedades mentales. En un estudio realizado en 2020 encontraron que pacientes
con depresion muestran un mayor nimero de neutréfilos, CD4, monocitos, IL-6 y proteina C
reactiva (Lynall et al., 2019). De interés, en individuos con depresion resistente al tratamiento
con antidepresivos y no tratados con medicacion exhiben una mayor expresion en sangre de
IL-1, IL-6, TNF, P2RX7, CCL2, CXCL12, proteina C reactiva (CRP), alpha-2-macroglobulin
(A2M), acquaporin-4 (AQP4), ISG15, STAT1 y USP-18, asi como bajos niveles del receptor
de glucocorticoides (Cattaneo et al., 2020). Estas evidencias demuestran claramente, la
presencia de perfiles de inflamacion a nivel cerebral en regiones importantes para el control
conductual. Ademas, se ha reportado que ratones bajo estrés psicosocial tienen una mayor
activacién de microglia en hipocampo, NAc, amigdala, nucleo paraventricular y corteza
prefrontal (Calcia et al., 2016). En otro estudio realizado en muestras posmortem encontraron
que existe un aumento de IL-6 y TNF en individuos que tenian depresion, ademas se reportd
un incremento en activaciébn de microglia, pero un menor numero de astrocitos Yy
oligodendrocitos. La reduccion de astrocitos se relacion6 con la pérdida de la integridad de la
BBB (Enache et al., 2019).
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2.5 Neuroinflamacion

Hasta hace algunos afios el cerebro se consideraba un 6rgano inmunoproviligiado ya que se
creia que los antigenos en circulacion sanguinea, y las células del sistema inmune en periferia
no tenian acceso al parénquima debido a las barreras fisicas, la falta de conexion con el sistema
periférico a través de la via linfatica, y que las células de la microglia (célula encargada de la
respuesta inmune en cerebro) tenia una menor expresion de MHC Il (Louveau et al., 2015). Sin
embargo, ahora se conoce que en condiciones fisiologicas existe presencia de células T de
memoria, células NK, macréfagos, monocitos y células dendriticas (DC), en circulacion
cerebral y meninges, las cuales poseen un perfil regulador que conectan el sistema inmune

periférico y local (Negi & Das, 2017).
2.5.1 Inmunidad del Sistema Nervioso

El cerebro anatbmicamente es una estructura cerrada protegida por el fluido cerebroespinal y
las meninges (duramadre, piamadre, aracnoides). Su principal proteccion ante los patdgenos
estd fundamentada en la separacién entre su circulacién y la circulacién periférica por tres
barreras: barrera hematoencefalica o blood brain barrer (BBB), barrera hemato-fluido
cerebroespinal o blood-cerebrospinal fluid (CSF) barrier (BCSFB), barrera sangre-aracnoides
0 blood-arachnoid barrier (BAB) (Engelhardt & Sorokin, 2009). La mas importante es la BBB ya
que ésta separa la sangre del espacio del fluido intersticial (ISF), y controla el flujo
bidireccional del fluido intersticial (ISF) a través del endotelio vascular. Otro mecanismo de
proteccion es el sistema linfatico conocido como sistema glinfatico (glial cell-supported
lymphatic), el cual drena el exceso de fluido y solutos del liquido cefalorraquideo al fluido
intersticial (ISF) y el fluido cerebroespinal (CSF), los cuales son conducidos al espacio
subaracnoideo y después dentro del cerebro a los espacios perivenosos, finalmente hacia el
espacio linfatico cervical (Jessen et al., 2016). Una vez que el patégeno atraviesa las barreras
fisicas, las células de la unidad neurovascular o NVU (Neurovascular Unit) regulan la entrada
al paréngquima. La NVU esta constituida por células endoteliales, pericitos, astrocitos,
macrofagos perivasculares, neuronas y microglia (Bell et al., 2020). En condiciones de
homeostasis los pericitos restringen la entrada de las células inmunes inhibiendo la funcion de
las células T, activando las Treg a través de la produccion de TGF B y acido retinoico, y

reteniendo los linfocitos en el espacio perivascular.
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Figura 21. Similitudes y diferencias entre la respuesta inmune en cerebro y periférica. El
Sistema nervioso posee barreras fisicas como la barrera hematoencefalica (BBB), una menor

expresion de MHC 11, un sistema linfatico no convencional. Adaptada de Negi 2018.

Los patdgenos pueden invadir y tener acceso al parénquima nervioso de diversas maneras. Una
vez que llegan al nervio olfatorio, después de atravesar la barrera entre el tejido epitelial y el
tejido conectivo (via mucosa-nasal), se diseminan a lo largo del nervio olfatorio hasta el bulbo
olfatorio, meninges y espacio subaracnoideo. Estando ahi, pueden ingresar a sitios que no
poseen barrera hematoencefalica (BBB), ya que la barrera hematoencefalica es una region
como anteriormente se menciono, formada por células endoteliales y pie de astrocitos, que s6lo
es permeable durante el proceso inflamatorio (Figura 21). Uno de estos sitios que carecen de
BBB es el plexo coroideo, el cual es el encargado de la produccion del liquido cefalorraquideo,
el cual posee una barrera hemato-fluido cerebroespinal (BCFSB), que s6lo estad formada por

células endoteliales con mayor permeabilidad (C.E. Johanson et al 2017).

Otra forma de ingreso de patdgenos al cerebro es utilizando a las células inmune periféricas
como un caballo de troya, las cuales pueden atravesar por el espacio extracelular via células
endoteliales de la BBB (Santiago-tirado & Doering, 2017). Algunos virus y priones ingresan de
forma directa al parénquima via axonal, viajan de manera retrograda ascendente por axones de
neuronas motoras sensitivas, como el Herpes virus que viaja por el nervio trigémino, y priones

por el nervio vago. Existe un sistema de vigilancia inmunolégico para la deteccion de
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patdgenos en meninges y plexo coroideo el cual se ha reportado que es orquestado por las
células dendriticas (DC) derivadas de la médula 6sea (Figura 22). Estas reconocen a los

patdgenos y los llevan a los nddulos linfaticos cervicales.
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Figura 22. Las células dendriticas (DC) son células derivadas de la médula 6sea que actan
como centinelas en las meninges. Una vez ocurre un estimulo por parte de la microglia,
astrocitos, células endoteliales y macrofagos perivasculares (unidad neurovascular), estas
atraviesan la barrera hematoencefalica. Llegan a nodulos cervicales a través del liquido
cefalorraquideo (CFS). Células endoteliales (EC), macréfagos perivasculares (PVM), espacio
subaracnoideo (SAS). Tomada de Forrester, 2018.

2.5.2 Microglia: célula involucrada en la coordinacion del sistema inmune cerebral

Sin embargo, ya estando en el parénquima, la microglia y los macr6fagos perivasculares son la
primera linea de defensa, juntos promueven la disrupcion de la BBB y permiten el acceso de
otras células inflamatorias. La microglia es una célula derivada de linaje mieloide que forma
parte del conjunto de células que forman el tejido nervioso. Durante el desarrollo fetal, las
células progenitoras de la microglia migran al cerebro del saco vitelino en el dia E8.5.
Evidencia reciente muestra que la maduracion de la microglia es regulada por linfocitos T CD4
residentes del cerebro (Pasciuto et al., 2020). Una vez madura, la microglia contribuye al

desarrollo de la unidad neurovascular y de la BBB durante el desarrollo fetal. Ademas,
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contribuye a la maduracion de células gliales y neuronales, y regula procesos como la poda
sinaptica. Bajo condiciones normales la microglia se encuentra ramificada, en estado de reposo
expresa bajos niveles de MHC | y Il. En estado activado la microglia inicia la secrecion de
citocinas (IL-1, IL-6, TNF, MCP-1, RANTES), quimiocinas para reclutar linfocitos, sobre
expresa receptores de reconocimiento de patdgenos en superficie como TLRs, receptores de
fagocitosis (CR3, CR4), y moléculas co-estimuladores como B7.1, CD40, CD80 y CD86 para
inducir proliferacion y produccion de citocinas por las células T. Los productos de la microglia
activa viajan por circulacion, los cuales pueden ser trasportados en el fluido cerebroespinal
(CSF) por el sistema linfatico de las meninges hacia los nodulos linfaticos (Forrester et al.,
2018).

Histéricamente al igual que otros macrofagos la microglia se clasifica en dos fenotipos:
M1 o proinflamatorio el cual se caracteriza por expresar CD16, CD32, asi como la
glicoproteina de superficie CD86, el cual participa como ligando de CD38 en la co-
estimulacién de la respuesta T. Y el fenotipo antinflamatorio, de reparacion o M2 que se
caracteriza por la expresion de TGFp, IL-10, y el receptor de manosa CD206 como se observa
en la Figura 23(J. Wang et al., 2023). Se ha detectado otro tipo de microglia relacionado con
enfermedades neurodegenerativas y neruoldgicas: Microglia asociada a fenotipo
neurodegenerativo o0 MGnD (neurodegenerative phenotype) y microglia asociada a
enfermedades o disease-associated microglia (DAM) caracterizado por la expresién de
TREM2. Una vez iniciado el proceso neuro inflamatorio, como mecanismo regulador la
microglia expresa receptores inductores de muerte como FAS que causan muerte celular
regulada en células T. En condiciones fisioldgicas el cerebro cuenta con una gran poblacion de
células T de tipo regulador, las cuales son las principales encargadas de montar los mecanismos
de tolerancia (Negi & Das, 2017).
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Figura 23. Clasificacion de la Microglia de acuerdo a marcadores de superficie en fenotipo
M1 o M2 (J. Wang et al., 2023)

2.5.3 Acoplamiento metabdlico en la actividad de la microglia durante la

neuroinflamacion

Como se menciond anteriormente, la microglia en estado inactivo, vigilante o residente posee
diversas caracteristicas; una de ellas es un perfil metabolico que utiliza la oxidacion de &cidos
grasos como ruta metabdlica para generar energia, y que una vez recibe un estimulo de
activacion, sufre una reprogramacion metabolica que la conduce a la utilizacion de la glucolisis
aerobia (Harry et al., 2020). Se realiz6 un estudio donde se sugiere que dicha polarizacién es
dependiente de la actividad de la Histona H2K27me3 (Orihuela et al., 2016). Estos mecanismos

integran el acoplamiento metabdlico para una respuesta eficiente.

2.5.3.1 Microglia de fenotipo proinflamatorio M1 y Microglia patogénica utiliza la via

glucolitica

Anteriormente se mencion6 que durante la inflamacién las células con perfil inflamatorio como
linfocitos TH1 y macrofagos, compensan las demandas incrementadas de energia con una
mayor expresion de transportadores de glucosa (GLUTS), la cual aumenta la captacion de
glucosa. Recordemos que la glucdlisis es la ruta metabolica que convierte la glucosa en
piruvato a través de 10 reacciones cataliticas que, junto con el metabolismo del piruvato, ciclo
de Krebs y cadena trasportadora de electrones forman la respiracion aerdbica, la cual genera
alrededor de 36 moléculas de ATP, 2 de ATP por glicolisis y 34 por fosforilacion oxidativa
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(Harry et al., 2020). En particular, la microglia expresa una alta concentracion de proteinas
trasportadoras de glucosa, GLUT 1, 3, 5 (glucose transporter 1, 3 y 5). En condiciones
fisiologicas de respuesta ante un patdgeno la microglia activa utiliza el metabolismo de la
glucosa para la generacion de ROS y NADH necesarios para generar 6xido nitrico (NO) por la
enzima Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la NADPH oxidase enzymatic complex
(NOX2), los cuales emplea para la eliminacion de patdgenos (Baillet et al., 2017). La funcion
mitocondrial, la disponibilidad de la glucosa y la tasa de glicolisis conduce a un perfil
inflamatorio a través de expresion génica regulada a nivel transcripcional y postranscripcional.
La evidencia sugiere que mayores niveles de glucosa conducen a la transcripcion de genes
proinflamatorios por diversos mecanismos como la formacion de proteinas modificadas y
lipidos, producto de las no reacciones enzimaticas durante la glucdlisis como los AGE
(glycation end-products). También se ha reportado la sensibilidad a correpresores como CtbP
(C-terminal binding protein) y NADH (nicotinamide adenine dinucleotide) que regulan la
formacion del inflamosoma (Ghosh et al., 2019). En macréfagos periféricos y microglia se ha
encontrado que la privacion de glucosa y oxigeno, asi como la inhibicion de la via glucolitica
altera la respuesta inflamatoria. Otros estudios muestran que la inhibicion de la glicolisis
disminuye la inflamacioén a través de la inhibicion de NFxB (Yahfoufi et al., 2018). Sin
embargo, se ha reportado que después de 24 horas de privacion de glucosa, puede resTablacer
su respuesta inflamatoria a través del uso de otras vias metabolica, principalmente utilizando
acidos grasos (F. Wang et al., 2019). Durante el estado glucolitico ocurre un decremento de la
funcion mitocondrial, por la induccién del 6xido nitrico (Afridi et al., 2020). Se ha reportado
que en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer la microglia adquiere un fenotipo
conocido como patogénico (MHC-1I1+/IFN-1+/TREM2+/L1+) el cual se caracteriza por una
mayor produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por aumento de la NADPH oxidase
enzymatic complex (NOX2) (Rangan et al., 2022). Ademas, libera fragmentos de mitocondria
al espacio extracelular que activan astrocitos de perfil A1[138] y un subfenotipo de Linfocitos
CD4 Eomes+ que propagan la neurotoxicidad (C. Zhang et al., 2023) Los mecanismos

resumidos en la Figura 24.
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Figura 24. Metabolismo de la microglia. La microglia internaliza los lipidos transportados por
los astrocitos (ApoE) unido a TREM2, TLR-4 LDLR y LPL y acidos grasos libres a (PPARS)
que regulan el flujo del colesterol a través de ABCG1 Y ABCAL, lo cual favorece a un

metabolismo oxidativo y funciones antinflamatorias. Imagen tomada de (Loving et al., 2020)

2.5.3.2 Microglia de fenotipo reparador M2 emplea la via de oxidacion de acidos grasos

y fosforilacion oxidativa

Como se menciono anteriormente la microglia en reposo utiliza la ruta metabdlica de la
oxidacion de acidos grasos (Harry et al., 2020). Estos son internalizados a través de la BBB en
lipoproteinas acarreadoras como Apol (Apoliprotein Al), siendo los astrocitos son la mayor
fuente de productores de acarreadores de lipidos (ApoE), estas particulas lipidicas son liberadas
por las ApoE e interactian con TLR4, TREM2 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid
Cells 2), LDLR (Low-Density-Lipoprotein Receptor) y LPL (Lipoprotein Lipase) en la
superficie de la microglia, quienes se unen a los transportadores ABCA1l (ATP Binding
Cassette Subfamily A Member 1) y ABCG1 (ATP Binding Cassette Subfamily G Member 1)
las cuales regulan el flujo de colesterol (Figura 25). Los acidos grasos libres entran a la célula
a través de proteinas trasportadoras como SLC27, que los conducen al citosol unidos a la acil
coenzima A (acil CoA R-CO-SCoA) y luego son internalizados a la membrana mitocondrial
interna (Black et al.,, 2017). También actian como ligando para los receptores PPAR

(Peroxisome Proliferator Activated Receptors), los cuales conducen a un cambio en la
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transcripcion de genes que regulan el flujo de colesterol (ABCG1 Y ABCAL) y el consumo de
lipidos (LPL y CD36). De manera fisioldgica los acidos grasos libres y la glucosa proveen de
energia a las neuronas y la glia, sin embargo, bajo condiciones de ayuno o inanicion estos son
utilizados a través de la beta oxidacion es un proceso catalitico en cuatro reacciones que separa
dos carbonos del extremo carboxilo de los acidos grasos para generar 14 moléculas de ATP. El
consumo de acidos grasos, fosfolipidos y colesterol favorecen un metabolismo oxidativo y
funciones antinflamatorias. Por otro lado, en condiciones patoldgicas existe una polarizacion
de fenotipo debido a un menor consumo de lipidos por parte de la microglia, que conlleva a un
menor numero de ligando de TREMZ2, un mayor uso de la glucolisis, un incremento del perfil
inflamatorio y una mayor acumulacién de lipidos. Beckers y colaboradores sugieren que la
pérdida de MFP2 (multifuncional protein 2) una enzima que participa en la beta oxidacion de
acidos grasos en peroxisomas en microglia de ratones transgénicos conduce al desarrollo de
problemas motores asociado a una mayor proliferacion de la microglia en cerebro(Beckers et
al., 2019). Ademas, una microglia proinflamatoria no funcional (senescente), acumula una gran
cantidad de lipidos que impide una correcta respuesta para fagocitar (Figura 25) (Loving et
al., 2020). Lo que conlleva una acumulacion excesiva de balsas lipidicas en la microglia
favorece un fenotipo proinflamatorio patogénico asociado a enfermedades metabdlicas e
inflamatorias relacionado con una disminucion en un tipo de autofagia denominado lipofagia
(Q. Lietal., 2023)
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Figura 25. Acumulacion de lipidos en la Microglia con perfil inflamatorio. La microglia con

perfil inflamatorio o envejecido retiene lipidos como colesterol, ceramidas y esfingolipidos que
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no le permiten realizar un proceso de fagocitos eficiente. Imagen modificada de (Loving et al.,
2020)

2.6 Neuroinflamacion en el TEA

Diversos estudios se han publicado para determinar el papel que juega el sistema inmune y la
neuroinflamacion en el desarrollo del TEA. En un estudio de 2015 se encontr6 que pacientes
con TEA presentan un nivel mayor de citocinas proinflamatorias como GM-CSF, TNF-q, IL-
1B e IL-6, INF-y, e IL-13 en sangre (Xu et al., 2015), ademas muestras postmortem de pacientes
con TEA sefialan un mayor poblacion de linfocitos en cumulos perivasculares en diversas
regiones cerebrales, principalmente neocorteza, ganglio basal, cerebelo, y leptomeninges. De
esos linfocitos fue un mayor porcentaje de células T, a comparacion de las B, y un mayor
numero de CD8, a comparacion de CDA4. En este estudio sefialan que la formacion de vesiculas
citotoxicas derivadas de astrocitos facilita la permeabilidad de la barrera sangre fluido
cerebroespinal (BCSFB) (Distasio et al., 2019). También se ha reportado un incremento de
citocinas de perfil Thl como IL-1B, IL-6, IL-17 y TNF-a, en regiones cerebrales que modulan
la conducta autista, tales como el hipocampo (Siniscalco et al., 2018). Como se ha mencionado
antes, la microglia es la principal responsable de la respuesta inflamatoria en cerebro, y se ha
reportado juega un papel importante en el desarrollo del TEA (J. W. Kim et al., 2018). Se ha
mostrado evidencia de que las células de la microglia y los astrocitos modifican la
conductividad de las neuronas y la funcion sinéptica en el sujeto TEA (Figura 26). En una
revision realizada por Matta y colaboradores en 2019, se mostrd que existe una mayor
proporcién de microglia activa que astrocitos en cerebros autistas. Esto asociado a que los
astrocitos de manera fisioldgica regulan la permeabilidad de la Barrera BBB y BSCFB al
reclutamiento de otras células del sistema inmune (Michinaga & Koyama, 2019). También se
mostré que la microglia activa genera una disfuncion de la sinapsis glutamatérgica. Y que altos

niveles de TNFa e IL-1P generan deficiencias cognitivas (Matta et al., 2019).
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Figura 26. Papel de la microglia y los astrocitos en condiciones fisioldgicas y sujetos con TEA.

Bajo condiciones fisioldgicas la microglia y los astrocitos regulan las funciones sinapticas

como lo es la poda sinéptica y los estimulos de eliminacion de células muertas. En TEA, los

astrocitos y la microglia activa favorecen la disrupcién de la barrera hematoencefélica y el

incremento de TNF-a, IL-6, CCL2, IL-8 y células del sistema inmune, que ocasionan una

mayor citotoxicidad, excitabilidad y disfuncion de la conductividad sinéptica. Tomada de

Matta 2019.

Tabla 5. Principales citocinas en sistema nervioso de pacientes con TEA. Adaptada de Matta

y colaboradores 2019.

Citocina Muestra
TNFa Suero, CSF
TGF p1 Tejido nervioso
IL-6 Tejido nervioso
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Comentario Region

Incrementada Corteza cerebral
frontal

Incrementada Giro cingulado
anterior, giro frontal
medial, Cerebelo

Incrementada Cerebelo



IL-1p Tejido nervioso Incrementada Corteza cerebral

frontal

GM-CSF Tejido nervioso Incrementada Corteza cerebral
frontal

IFN-y Tejido nervioso Incrementada Corteza cerebral
frontal

IL-10 Tejido nervioso Incrementada Giro cingulado
anterior

MCP-1 Tejido nervioso Incrementada Giro cingulado

anterior, giro frontal

medial,

IL-8 Tejido nervioso Incrementada Corteza cerebral
frontal

Evidencias muestran que la sobre actividad de la microglia conduce a un incremento de la poda
sinaptica, disfuncion de la actividad neuronal y al desarrollo de un comportamiento depresivo,
ansiedad y distanciamiento social (Stein et al., 2017). Sumando a lo anterior, un estudio
realizado por Jyonouchi y colaboradores, publicado en febrero de 2020, reporta que el
metabolismo de las células en sujetos con TEA estd estrechamente relacionado a su perfil
inflamatorio. Ellos encontraron marcadores de la cadena transportadora de electrones como la
méaxima capacidad respiratoria (MRC), la capacidad de reserva (RC) fueron aumentados en
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sujetos autistas. Estos parametros
fueron correlacionados con altos radios de IL-1p/1L-10. Sus resultados indican que cambios en
la funcién mitocondrial son debidos a cambios adaptativos o una actividad mitocondrial

disfuncional (Jyonouchi et al., 2019).
2.6.1 Neuroinflamacion por dieta es mediada por INK

Recientes investigaciones muestran que la neuroinflamacion también puede ser estimulada por

la dieta alta en calorias (Prada et al., 2005). Se ha reportado ampliamente que una de las vias
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involucradas durante el consumo de dietas occidentales o de cafeteria es la via de JNK (Just
Another kinase). Esta via se encuentra mediada por el estrés en el reticulo endoplasmico (ER
stress) a través de la integracion de la via Bip/ATF6 y la fosforilacion de JNK (c-Jun N-
terminal). La respuesta al mal plegamiento de proteinas (UPR) en el reticulo endoplasmico es
mediado por el aumento de la chaperona Bip (binding immunoglobulin protein), la cual en
condiciones de homeostasis se localiza en el lumen del reticulo endoplasmico uniéndose a
polipéptidos recién sintetizados para mantener su correcto plegamiento y facilitando su
traslocacion en el reticulo. Durante el estrés, aumentan los niveles de Bip, la falta de afinidad
debido al mal plegamiento evita la traslocacion de las proteinas por el ER y favorece la
acumulacién y degradacion. Sin embargo, la acumulacidn excesiva conduce a la disociacion
de Bip de IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1), PERK (Protein Kinase RNA-like ER Kinase)
y ATF6 (Activating Transcription Factor 6) (Adams et al., 2019; Cyr & Hebert, 2009) cuya
subunidad citosolica es traslocada al aparato de Golgi donde es cortada para actuar como factor
de trascripcion. El aumento de ATF6 y IRE1 promueve la activacion de JNK (c-Jun N-
terminal) a través de TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) (Siegmund et al., 2022). La
consecuente fosforilacion de c-jun conlleva a la sefializacion de IkBa/NFxB promoviendo a su
vez la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-1p y TNFa (Guo et al., 2020; Sano &
Reed, 2013) , promoviendo una respuesta inflamatoria (Guo et al., 2020; Sano & Reed, 2013).
Se ha observado una expresion génica relacionada con los genes de estrés UPR/ER en regiones
cerebrales como la Cx de pacientes con TEA (Crider et al., 2017). Este efecto inducido de la
dieta sobre la inflamacion no so6lo se ha descrito cuando el sujeto directamente consume la

dieta, sino también a traves de la gestacion (Figura 27).

En 2019, Maldonado y colaboradores reportaron que ratas alimentadas con dieta alta en
carbohidratos y grasas durante la prefiez, generaba la activacion de la microglia en las crias y
un perfil inflamatorio en cerebro y (Maldonado-Ruiz et al., 2019). El efecto del entorno
materno sobre la fisiologia, metabolismo y conducta de las crias se ha estudiado recientemente.
La programacion fetal es proceso que describe como los estimulos ocurridos al feto durante la
gestacion (como el estrés metabolico, el estrés nutricional), genera trastornos de la conducta
como la depresion y la adiccion, durante la etapa adulta de las crias (Montalvo-martinez et al.,
2018). En un estudio atn no publicado se evaluo el efecto de la dieta de cafeteria (CAF) durante
gestacion y lactancia de ratones C57B6, sobre la conducta de su decendencia. Se demostré que

los hijos de madres alimentadas con CAF mostraban problemas de sociabilidad y ansiedad.
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Ademas, se observd que presentaban un aumento de volumen en corteza somatosensorial y
decremento en volumen de cerebelo, asi como un marcado aumento de citocinas

proinflamatorias como MCP-1 y TNFa en sangre y tejido nervioso (Roger Maldonado, 2020).

NFKB
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Figura 27. Activacion de la via inflamatoria BIP/ATF6/IJNK durante el estrés en reticulo (ER
stress). Durante condiciones de homeostasis BIP favorece la traslocacién a través del ER de
los péptidos recién sintetizados. Durante un plegamiento de proteinas esta activa ATF6 que en
el ndcleo promueve una mayor transcripcion de BIP asi como activacion de JNK a través de
IRE1L.

2.7 Programacion Materna

La programacion Materna es todo estimulo o factor que afecte la funcion metabdlica y la
fisiolégica durante la etapa fetal o neonatal que repercutird en la funcion metabodlica y

fisiolégica durante la etapa adulta. Esta puede ser clasificada el Programacién Fetal (durante
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la gestacion) y Programacion neonatal (lactancia). A esta teoria también se le conoce como de
origen fetal o hipotesis de Barker, ya que en 1986 el inglés David James Purslove Barker
propuso que existe una relacion entre la nutricion prenatal, el crecimiento fetal
desproporcionado y la enfermedad de las arterias coronarias en la edad adulta (Barker, 1995).
Esta teoria que en sus inicios mostré muchos retractores, a lo largo de los afios se ha logrado
su aceptacion al demostrarse una estrecha relacion que existe entre las condiciones traumaticas

sufridas en mujeres embarazadas y la salud de sus generaciones posteriores (Figura 28).

Uno de los casos méas conocidos en el que se implica la nutricién materna en el desarrollo de
patologias en la descendencia es el reportado en las mujeres neerlandesas durante el invierno
del hambre o Hongerwinter (neerlandés), entre el periodo de 1944 y 1945 durante la ocupacion
de los paises bajos por las potencias del eje aleman durante la segunda guerra mundial. Se tiene
evidencia de que mujeres que lograron su embarazo durante este invierno, reportaron falta de
alimento durante el primer tercio de la gestacion y tuvieron hijos con mayores indices de
diabetes y obesidad en la edad adulta. Mientras que las que lo sufrieron en el ultimo tercio de
la gestacidn tuvieron hijos de menor tamafio al nacimiento y menor complexion, ademas ambos
desarrollaban trastornos mentales como esquizofrenia, trastornos de personalidad, y problemas
de sociabilidad (Schulz, 2010). Ademas, datos epidemiolégicos también confirman que en una
segunda cohorte de mujeres judias que estuvieron embarazadas durante los holocaustos, su
descendencia desarrollé desordenes psiquiatricos que no desarrollaron aquellas generaciones
de supervivientes cuyas mujeres no estuvieron gestantes en los campos de concentracion. Asi
mismo se han reportado casos en Suecia, China, Grecia, Finlandia, Bangladesh, Rusia donde
la decendencia de mujeres gestantes durante eventos traumaticos como guerras, hambrunas y
crisis econdmicas, presentan alteraciones como obesidad, hipertension, diabetes y trastornos
mentales como la esquizofrenia, y problemas de sociabilidad (L.H. Lumey, Aryeh D. Stein,
2011). Estas evidencias confirman de manera contundente que estimulos externos de naturaleza
alimentaria o social afectan de manera negativa el desarrollo del producto en gestacion durante
el embarazo de la madre, que se manifiesta en patologias metabdlicas, inmunes y conductuales

de su descendencia.
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Figura 28. Programacién Materna o hipotesis de Barker. Un ejemplo de programacion fetal

donde una inadecuada alimentacion durante el embarazo repercute en tamafio del nifio al
nacimiento, y en el desarrollo de obesidad y sindrome metabdlico en la edad adulta. Tomada
de The Barker Hypothesis (Edwards, 2017).

El efecto aberrante de la programacion materna por estimulos externos ha sido replicado en
modelos animales que incluyen a los primates no humanos, ratas y ratones. En estos modelos,
se ha observado que la exposicion a estrés, cambios sUbitos de temperatura o exposicion a
dietas bajas o altas en calorias, promueven alteraciones fisiolégicas y metabdlicas en
generaciones posteriores, que repercuten en la conducta (Laura M. Glynn, Mariann A.
Howland, 2018). Los mecanismos moleculares y celulares que determinan los efectos
metabdlicos, inmunes o conductuales en la descendencia durante la programacion fetal, no han
sido totalmente esclarecidos. Estudios recientes sugieren que factores la exposicion a estimulos
externos puede modular mecanismos genéticos (mutaciones en el DNA), o epigenéticos
(herencia epigenética transgeneracional) selectivos contribuyendo al esTablacimiento de los
fenotipos fisioldgicos aberrantes (Edwards, 2017; Montalvo-martinez et al., 2018). Dada la
complejidad y el nmero de los estimulos externos a los cuales podria estar expuesto una madre
y el producto en desarrollo durante la etapa gestacional, nuestro proyecto se enfocara en el
efecto de la nutricion como un mecanismo determinante en el esTablacimiento de fenotipos

aberrantes en la descendencia.

76



También se conoce que estimulos externos pueden modular la conectividad de las regiones
dopaminérgicas a través de mecanismos epigenéticos. De interés, reportes del afio 1988
describieron que hijos nacidos de madres expuestas a infeccidn con estreptococos durante la
gestacion, desarrollaron alteraciones de la conducta que incluian disfuncién en la sociabilidad
y patrones repetitivos. A esta enfermedad psiquiatrica se le llamo trastorno pediatrico
neuropsiquiatrico autoinmune asociado a estreptococo o0 PANDA (Pediatric Autoimmune
Neuropsychiatric Disorders Associated with Streptococci) (Education, 2020). Estudios
posteriores demostraron que la infeccion durante el embarazo produce los cambios en la
conducta de estos individuos. Se observo la presencia de anticuerpos anti el receptor de la
dopamina 3 (DR3) en el cuerpo estriado, lo que causaba las alteraciones del comportamiento
(Paval, 2017a).

2.7.1 Dieta densamente caldrica durante la gestacion y su impacto en el desarrollo de
fenotipos aberrantes en la descendencia

Uno de los factores mas importantes que repercuten en el desarrollo programacion fetal y
posnatal de la descendencia es la exposicion a un tipo de dieta especifico. Se conoce que un
desbalance en el aporte de macro y micronutrientes (Mousa & Nagash, 2019), baja calidad de la
leche materna y una deficiencia de acido félico favorece anormalidades congénitas en el
producto en gestacion y desarrollo (Greenberg & Bell, 2011; J. Yang et al., n.d.). Por ejemplo,
deficiencias en la ingesta caldrica repercute en parametros clinicos de los infantes como el peso
y talla al nacimiento, supervivencia infantil (Richard I. Lowensohn, 2016). De interés para el
presente proyecto, el consumo elevado de calorias en la etapa gestacional esta relacionado con
patologias como el sindrome metabdlico, diabetes y enfermedad cardiovascular en la temprana
y adulta (Figura 29) (Brenseke et al., 2013).
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Figura 29. Estrés nutricional y efectos en la progenie. Estimulos nutricionales durante la
gestacion causa alteraciones metabolicas, inmunolégicas, inflamatorias y endocrinas en el feto,
que conducen a una deficiencia cognitiva en la progenie, como trastornos de la conducta.
Tomado de (Lindsay et al., 2018).

Algunas otras investigaciones han demostrado que la exposiciéon a dietas de alta cantidad
caldrica durante la gestacion y lactancia no sélo repercuten en parametros fisiopatologicos de
la progenie (Damasceno et al., 2016), sino que conllevan a alteraciones metabdlicas y
fisiologicas que afectan el desarrollo del cerebro y su conectividad (Lindsay et al., 2018). Este
estrés prenatal asociado a la alta ingesta caldrica se asocia a un posterior trastornos cognitivo
y de la conducta (Figura 22) como la adiccién y la esquizofrenia (Sarker et al., 2019). En otros
estudios se ha observado que ratones de la cepa C57BJ alimentados con dieta de cafeteria
(basada en habitos nutricionales comunes en la poblacion de Norteamérica), durante la
gestacion, presenta una conducta con problemas de sociabilidad semejante al TEA en su

descendencia (Roger Maldonado, 2020).
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2.8 Alternativas farmacologicas y no farmacoldgicas para el TEA

A lo largo de los afios, se han propuesto tratamientos farmacoldgicos y no farmacoldgicos del

TEA que se enfocan en controlar los signos mas alarmantes de la patologia tales como la

agresividad. La mayoria de ellos modula la conducta bloqueando la actividad de la dopamina

y serotonina. En la Tabla siguiente se resume el tipo de terapia, el f&rmaco, su funcion y el

mecanismo de accion (Defilippis & Wagner, 2016).

Tabla 6. Principales tratamientos farmacoldgico del TEA

Terapia Tratamiento Funcién y empleo Mecanismo de
accion
Psicosocial Cognitivo-conductual  Alternativa Desconocida
Antipsicoticos | Risperidona, Controla la agresividad, se Antagonistas de
atipicos Aripiprazol, utiliza también en la ansiedad y dopamina y
Olanzapina, la esquizofrenia. serotonina.
Lurasidona
Antipsicéticos | Haloperidol Utilizado en multiples Antagonista de
tipicos Enfermedades psiquiatricas. receptores D2
Parte de los medicamentos de  dopamina
esenciales. Causa multitud de con alta
efectos  secundarios  como afinidad.
disquinesia tardia permanente.
Antidepresivos | Receptadores de Utilizados como ansioliticos y Inhiben los
serotonina antidepresivos. trasportadores
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2.8.1 Moduladores de la respuesta inflamatoria no farmacolédgica como alternativa para
el tratamiento de TAE

Como se menciono a lo largo de los parrafos anteriores, el sistema inmune tiene una amplia
participacion en la etiologia de los trastornos mentales. Por lo que modular la respuesta
inflamatoria es una diana importante en la basqueda de nuevas terapias. Es por ello por lo que

proponemos el uso de un tratamiento no farmacoldgico.
2.8.1.2 Ayuno intermitente como estrategia no farmacologica en el control del TEA

El ayuno intermitente (Al) o Intermittent fasting (IF) es un protocolo de alimentacion que
consiste en intercalar periodos de restriccion de alimento con periodos de alimentacion ad
libitum (ventana abierta). Existen principalmente tres variantes de ayuno intermitente los
cuales difieren en el tiempo de la ventana abierta, asi como el tiempo y consumo de calorias
durante el periodo de ayuno. Alimentacion de tiempo restringido (ATR o TRE) por sus siglas
en inglés Time Restricted Eating. Son protocolos que tienen periodos con ventana abierta de 6
a 12 horas en los que no existe limite de consumo y periodos de restriccion alimenticia que van
de las 14 a 20 horas. Ayuno Intermitente de Dia Alterno (AIDA) o Alternate Day-Fasting
(AIDA). ElI AIDA consiste en alternar periodos de 24 horas de restriccion alimenticia
intercalado con 24 horas de alimentacion. Dieta 5:2 donde se alteran dos dias de restriccion no
necesariamente consecutivos alternando con 5 dias de alimentacion ad libitum. Existen
diversos reportes acerca de estos 3 tipos de ayuno intermitente sin embargo se ha demostrado
ciertas diferencias como lo son que el ATR es mas practico y facil de adaptar para ser aplicado
de manera terapéutica (Schuppelius et al., 2021). Se ha reportado que este protocolo promueve
la reduccidn de peso corporal, modulan la respuesta metabolica e inmune reduciendo fenotipos
de monocitos proinflamatorios asociados a patologias (Janssen et al., 2023; Y. Kim et al.,
2022). Sin embargo, estudios recientes reportan que el AIDA muestra un mayor efecto sobre
la reduccidn de peso y mejoramiento de marcadores de funcion metabdlica (A Meta-Analysis
Comparing the Effectiveness of Alternate Day Fasting, the 5:2 Diet, and Time-Restricted Eating for
Weight Loss, n.d.; Welton, Minty, Willms, et al., 2020) e inmune en comparacion con el ATR y la

restriccion calorica tradicional (Elortegui Pascual et al., 2023)
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2.8.1.2.1 Metabolismo de la glucosa y acidos grasos durante la alimentacion

Durante la alimentacion los macronutrientes como carbohidratos, lipidos y proteinas de la dieta
son digeridos en el intestino delgado. En el caso de los carbohidratos estos son digeridos por
enzimas (sacarasa, maltasa y amilasa pancreatica) que generan productos finales como la
glucosa, que son absorbidos y transportados a la sangre. El aumento en sangre de la glucosa
estimula la liberacion de insulina por las células beta del pancreas, la cual se une a receptores
de glucosa en la membrana de las células (Glutl), hepatocitos (Glut2), musculo (Glut4,
dependiente de insulina) para permitir su internalizacion. Al ingresar la glucosa es fosforilada
para formar la glucosa 6 fosfato, lo que desencadena una serie de reacciones conocida como
glucolisis que finalmente conllevan a la produccion de piruvato el cual es descaboxilado (3
carbonos) genera acetato (2 carbonos) que al unirse a la coenzima A forma Acetil CoA, el
ingresa al ciclo de Krebs en el cual se condensa con oxalacetato para formar el citrato, genera
intermediarios reducidos que posteriormente irdn a la cadena trasportadora de electrones para
la fosforilacidn oxidativa (OXPHOS).

En el caso de los lipidos la emulsificacion en el duodeno por los &cidos biliares permite la
digestion a acidos grasos libres, colesterol, monoacil glicerol los cuales se ensamblan en el
aparato de Golgi de los enterocitos para la formacion de los quilomicrones y su distribucion
hacia tejidos periféricos principalmente el higado. La generacién excesiva de energia no
utilizada genera la desviacién de intermediarios de ciclo de Krebs debido a la disminucion de
oxalacetato y acumulacion de citrato mitocondrial inhibe la glucdlisis via PFK1 y ciclo de
Krebs donde la movilizacion del citrato al citoplasma permite la polimerizacion del acetil
coenzima A carboxilasa quien incorpora carbono a partir de HCO3 para la formacion de
mevalonato, lo que permite la sintesis de palmitato y posteriormente la formacién de HMG-
CoA, intermediario en la sintesis de colesterol y cuerpos cetonicos (en condiciones de ayuno).
Por otra parte, el acil CoA grasa y glicerol 3-fosfato (intermediario de la glucolisis) perimete

la sintesis de triacilgliceroles.
2.8.1.2.2 Metabolismo de la glucosa y acidos grasos durante el ayuno intermitente.

Posterior a la dltima ingesta de alimentos la glucosa (postprandial) aumenta en sangre
formando un pico de glucosa entre los 15 min y las 2 horas. Después comienza la absorcion de
la glucosa en los tejidos a las 2 0 3 horas postprandiales, aumento de la glucdlisis. De 4 a 13

horas después de la alimentacion ocurre la glucogendlisis y una vez disminuyen los niveles de
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glucdgeno comienza la movilizacion de &cidos grasos libres entre las 8-10 horas para su
oxidacion en la mitocondria del higado (beta oxidacion) y formar Acetil CoA e ingresar al ciclo
de Krebs. Los bajos niveles de ATP y el aumento en AMP (aumentar la tasa de AMP/ ATP)
(Figura 30-1) promueve la activacion de AMPK y PARPa consecutiva para mejorar la
oxidacion de lipidos, promoviendo &cidos grasos libres (FFA) ingesta y oxidacion beta
mitocondrial para producir Acetil CoA (Figura 30 2-3). ElI aumento en la oxidacion de los
acidos grasos (lipolisis) inhibe la glucélisis y la lipogénesis de novo (Figura 30 -7), promueve
la acumulacion de Acetil CoA, disminucion del oxalacetato, lo que conlleva a la acumulacion
de acetil- CoA y la condensacion de dos moléculas de Acetil CoA por la enzima tiolasa para
formar Acetoacetil CoA, posteriormente esta Ultima es dividida por la hidroximetil glutaril
Coenzima A sintasa 2 en beta-hidroxibet-metilglutaril Coenzima A, que se reduce en
acetoacetato. Finalmente, la beta-hidroxibutirato deshidrogenasa cataliza la reduccién del
acetoacetato en betahidroxibutirato (reduccion del grupo cetona a hidroxilo) (Figura 30-5).
Este no se encuentra activo, por lo que requiere ser revertido a acetoacetato para generar Acetil
CoA (cetolisis). Organos como el higado carecen de tioferasa y son dependientes de glucosa.
Por otro lado, 6rganos como el cerebro pueden emplear como fuente de energia los cuerpos
cetdnicos ya que atraviesan la barrera hematoencefalica y proveen de energia a las células

nerviosas que expresan en la membrana receptores para el BHB (Jayashankar et al., 2023b).

Por otro lado, el higado genera glucosa (gluconeogénesis) a partir de la catalisis del lactato a
piruvato (Ciclo de Cori), y la transaminacion de aminoéacidos (glutamina por glutaminoélisis) y
Alanina por ciclo de Cahill) en intermediarios como el a-cetoglutarato. En un estudio realizado
en humanos se report6 que el ayuno intermitente de alterno (AIDA) promueve la disminucion
de peso, porcentaje de grasa visceral, induce un pronunciado cambio en la composicion
corporal, aumenta la sensibilidad a la insulina y disminuye la tasa metabdlica basal, presion
sanguinea y porcentaje de grasa subcutanea. Modulando 4 (GLUT4), Piruvato quinasa (PK),
Glucogeno sintasa, Glicogeno fosforilasa, Akt, AMPKa, Proteina quinasa C, Acido graso
translocasa (CD36), Diacilglicerol O-aciltransferasa 1 (DGAT 1), Triglicérido adiposo
(GLAT), Perilipina (2), perilipina 3 (PLIN3), perilipina 5 (PLIN5). Sin embargo, no
observaron cambios significativos en porcentaje de respiracion Mitocondrial, consumo de
oxigeno, niveles de ROS, concentraciones de carnitina, permeabilidad de la membrana
mitocondrial, prueba de sensibilidad ADP y capacidad de respiracion oxidativa (Ingersen et al.,
2022).
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Figura 30. Cambios metabdlicos inducidos por el ayuno intermitente. La falta de
alimentacion promueve un aumento en la relacion AMP/ATP que conlleva a la activacion de
AMPK (1), el aumento en la captacion de los &cidos grasos libres (2), se activa la lanzadera de
carnitina por PPARa (3), la beta oxidacion de los lipidos en mitocondria (4), el aumento de
Acetil-CoA, la reduccion de oxalacetato conlleva a la cetogénesis (5), se disminuye estrés en
reticulo, se promueve autofagia (6) se inhibe la lipogénesis de novo (7) y se favorece la salida
de lipidos (8).

2.8 Microglia y empleo de cuerpos cetdnicos

La microglia también puede metabolizar el acetoacetato y el &cido beta-hidroxibutirico,
principal componente de los cuerpos cetonicos producidos durante el ayuno o la dieta
cetogénica. Se sabe que una vez existe una reduccion en los niveles de glucosa en sangre, se
activan rutas metabolicas alternativas para la produccién de energia como los cuerpos
cetonicos, una condicion de homeostasis llamada cetosis. En condiciones de cetosis la
microglia expresa MCT1 y 2 (monocarboxylic 2 transporters) para captar estos cuerpos
ceténicos (Bernier et al., 2020). Evidencia sugiere que el acido betahidroxibutirico inhibe la
activacion de la microglia y la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-13. TNFa e
IL-6, ademas de reducir la produccién de especies de oxigeno (ROS) y el nitrito (Xudong et

al., 2011). Ademas se ha demostrado que el acido betahidroxibutirato también inhibe la
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desacetilacion de histonas y activa los receptores GRp109A de la microglia (Jayashankar et al.,
2023c), lo que suprime la activacion de la misma en un modelo de lesion cerebral y cambia su

perfil inflamatorio a un perfil M2 neuro protector (Ghosh et al., 2019).
2.9 Efecto del ayuno intermitente en el TEA

Existen pocos reportes sobre su efecto en la respuesta inflamatoria. Mesalhy Aly present6 en
una revision corta donde muestra que el ayuno intermitente ademas de la reduccion de peso
puede regular la inflamacidn a través de atenuacion de citocinas de perfil Thl y células del
sistema inmune, y mejorar el metabolismo de la glucosa, asi como reducir la presion sanguinea
(Aly, 2014). Algunos estudios han empezado a identificar efectos directos del ayuno
intermitente en el control del TEA. Reportes clinicos muestran que una dieta cetogénica redujo
las crisis epilépticas de un paciente con TEA asociado a la produccién de BHB (Napoli et al.,
2014). Los pocos estudios realizados demuestran que la mejoria de los parametros fisioldgicos
en el ayuno es debido al decremento de los niveles de glucosa y su metabolismo, y aumenta la
produccion y utilizacion de cuerpos cetonicos, que como se mostro anteriormente, tienen un
efecto desinflamatorio en cerebro (lii et al., 2018; Y. B. Leung et al., 2020). Por otro lado, s6lo
existe una evidencia del efecto del ayuno intermitente en el comportamiento semejante autista
de modelos animales. Cabral-Costa y colaboradores evaluaron el efecto del ayuno intermitente
en un modelo murino con de haploinsuficiencia de PTEN, una proteina comunmente mutada
en el TEA. Ellos observaron que los ratones con TEA mostraban mayor aumento de volumen
del cerebro, pero no reportaron cambios en el volumen, ni presencia de células inmunes en
hipocampo. Por otro lado, el ayuno intermitente rescataba el fenotipo conductual, mejorando
la memoria de reconocimiento al miedo (Andreotti et al., 2018). Debido a la poca evidencia
hasta ahora es necesario indagar en los mecanismos involucrados en el ayuno intermitente

sobre la respuesta inflamatoria en otros modelos de TEA.
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3. Justificacion

El TEA (trastorno del espectro autista) se caracteriza por conductas asociales que estan
estrechamente relacionadas con la neuroinflamacion, un proceso que puede ser exacerbado por
la exposicion a dietas ricas en carbohidratos y lipidos, como la dieta de cafeteria (CAF).
Nuestros estudios previos han demostrado que la progenie de hembras alimentadas con dieta
CAF durante la gestacion (programacion materna) exhibe comportamientos asociales, ansiosos
y repetitivos (similares al TEA), un perfil proinflamatorio en plasma, y activacion de la
microglia en cerebro. No obstante, el impacto especifico de la programacién materna con dieta
CAF sobre el fenotipo de la microglia ain no se ha esclarecido. Ademas, no se dispone de una
estrategia no farmacoldgica efectiva que pueda revertir la activacion de la microglia y la
neuroinflamacién asociada con conductas asociales. En este proyecto se caracterizara el
fenotipo M1/M2 de la microglia en regiones cerebrales involucradas en la sociabilidad, y
explorar si el ayuno intermitente de dia alterno puede actuar como una estrategia no
farmacoldgica para revertir la activacion de la microglia, promover la polarizacion, cambios
en la plasticidad y la conducta semejante al TEA en la progenie de hembras programadas con

dieta CAF durante la gestacion y lactancia.
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4. Hipotesis

El ayuno intermitente revierte la conducta semejante al autismo en la descendencia de madres
expuestas a dieta de cafeteria durante gestacion y lactancia mediante el cambio en el fenotipo
M1/M2
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del Ayuno Intermitente de dia alterno (AIDA) sobre la conducta semejante al

autismo, y caracterizar el fenotipo M1/M2 de la microglia en regiones cerebrales asociadas a

la sociabilidad en un modelo de programacién materna inducido con dieta CAF
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5.1.1 Objetivos especificos

Determinar el efecto de la programacion materna inducido por dieta CAF sobre el
desarrollo de conducta semejante al autismo en la descendencia.

Determinar el efecto del Ayuno Intermitente (Al) sobre la conducta semejante al
autismo en el modelo de programacion por dieta CAF.

Caracterizar el fenotipo M1/M2 de la microglia en regiones asociadas a la sociabilidad
en la descendencia de madres programadas.

Evaluar el efecto del ayuno Intermitente (Al) sobre el fenotipo M1/M2 de la microglia

en regiones asociadas a la sociabilidad en la descendencia de madres programadas



6. Materiales y métodos

6.1 Metodologia objetivo especifico 1. Para llevar a cabo el modelo de programacion materna
se alimento con dieta de cafeteria por 9 semanas (3 antes, 3 durante, y 3 después de la gestacion)
a hembras C57BJ6. Como grupo control se tomaron hembras alimentadas con dieta estandar
control durante cruza, gestacion y lactancia. Se identifico el efecto sobre la conducta semejante
al autismo (TEA) en la progenie de hembras alimentadas con dieta CAF y control mediante
tres pruebas de conducta (sociabilidad en tres cdmaras, enterramiento de canicas, campo

abierto) Posterior a esto se realizo el sacrificio y toma de muestra.

6.2 Metodologia objetivo especifico 2. Se realizé un protocolo de ayuno intermitente de dia
alterno (AIDA) en la progenie de hembras control y hembras con programacion materna, el
cual tuvo una duracion de 5 semanas. Y que consistio en alternar 24 horas de alimentacion a
libre acceso con 24 horas de alimentacidn restringida. Con acceso disponible al agua. Se evaluo
el peso por semana de cada individuo. Después de las 5 semanas se identifico el efecto sobre
la progenie CAF y control intervenidas con ayuno intermitente mediante tres pruebas de
conducta sociabilidad en tres cAmaras, enterramiento de canicas, campo abierto. Posterior a

esto se realizo el sacrificio y toma de muestra.

6.3 Metodologia objetivo especifico 3. Después del sacrificio se tomd plexo coroideo y
regiones cerebrales asociadas a la sociabilidad como hipocampo, cuerpo estriado, y cortezas
localizadas mediante coordenadas estereotaxicas. La primera cohorte de cerebros se seleccion6
para la medicién de beta-hidroxibutirato (BHB). De este se tomaron muestras para la
evaluacion de marcadores de inflamacion y estrés del reticulo (ER stress). Posteriormente se
utilizo otra cohorte para la digestion del tejido y la seleccion de las células por gradiente de
densidad para la identificacion de poblaciones por marcadores de superficie: NK:
N1.1(CD161+), Dendriticas (CD11lc+), Microglia (CD45 low + CD11b+) Microglia M1
(CD86+) Microglia (CD206+), Macrofagos (CD45 high CD11b+), Linfocitos (CD45+ CD11b
-). Otra cohorte Adicionalmente se tomo cerebro completo para la realizacion de cortes de las
regiones cerebrales asociadas a la sociabilidad mediante inmunohistoquimicas utilizando

perfusion cardiaca para la fijacion del cerebro.
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6.4 Metodologia objetivo especifico 4. Después del protocolo de ayuno intermitente se
realizaron tres cohortes. Uno para la obtencion del plexo coroideo y regiones cerebrales
asociadas a la sociabilidad (hipocampo, cuerpo estriado, y corteza) para la medicion de beta-
hidroxibutirato (BHB y la evaluacion de marcadores de inflamacion y estrés del reticulo.
Posteriormente se utilizd otra cohorte para la identificacion de poblaciones por marcadores de

superficie. Finalmente, otra cohorte para la realizacion de cortes para inmunohistoquimicas.

6.5 Esquema general

—
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Figura 31. Esquema general de trabajo para la realizacion de los objetivos de tesis.

Para la realizacion de los objetivos especificos anteriormente desglosados se realizd la
siguiente estrategia experimental donde primero se realiz6 la programacion de madres con dieta
Chow (control) y dieta de cafeteria (CAF) (1). Se realiz6 a la par el protocolo de ayuno
intermitente en la progenie de ambos grupos (2). Consecuentemente se evalud la conducta
semejante al TEA con la bateria de pruebas que se describiran en el apartado de la metodologia
(3). Para los objetivos especificos de la evaluacion del fenotipo se aislaron las células inmunes
para citometria e inmunohistoquimica (4) y se analizaron por Gltimo la via de sefializacién de

inflamacién y estrés de reticulo ATF6/JNK, asi como analisis de modelos biolégicos (5).

6.2 Material de Laboratorio

Tabla 7. Material Bioldgico y No bioldgico

) No. L Concentraci6
Reactivos Aplicacion Proveedor
Cat. n
No Comida estandar )
o 5001 LabDiet
Bioldgico para roedor
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6.3 Animales y alojamiento

Todos los experimentos se realizaron con ratones C57BI6 de 8 semanas de edad. Los animales
fueron manejados de acuerdo con la Guia de NIH para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (NIH Publications No. 80-23, revisada en 1996) y la guia NOM-062-Z0O0-1999
para el cuidado y uso de animales de laboratorio, y registrados con el Comité de Cuidado de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn y Facultad de Medicina (B120-00,004). Seguimos la
Declaracion de Basilea para implementar los principios éticos de reemplazo, reduccién y
refinamiento de modelos animales experimentales. Todos los esfuerzos se hicieron para
minimizar el numero de animales utilizados y su sufrimiento. Los ratones fueron alojados
individualmente en jaulas de estilo plexiglas, mantenidos a 20-23 °C en un ciclo de 12 h de
luz/oscuridad. Los ratones tuvieron acceso a agua y alimentacion de forma ad libitum con

excepcion de aquellos bajo protocolo de ayuno intermitente de dia alterno (AIDA).
6.4 Elaboracion de las dietas

La formula estandar de la dieta chow contenia 57% de carbohidratos, 13% de lipidos y 30% de
proteinas, y 290 mg de sodio, densidad calérica = 3,35 kcal/g (Lab Diet, St. Louis, MO 63144,
5001, Estados Unidos). La dieta de la cafeteria (CAF) estaba compuesta de chocolate liquido,
galletas, tocino, papas fritas, paté de cerdo en una proporcion de 1:1:1:1:2, incluyendo 39% de
carbohidratos, 49% de lipidos, 12% de proteinas y 290 mg de sodio, densidad caldrica = 372
kcal/g [34-36].

Tabla 8. Composicion de la dieta de cafeteria (CAF)

Galletas Marias 200 g
Papitas “Sabritas Original” 200 g
Chocolate liquido Hershey'’s 200 g
Tocino Fud 200 g
Pate de cerdo Swan 400 g
Polvo de pellets de comida estandar 200 g
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*372 kcal/100 g distribuidos en:
39% carbohidratos
49% lipidos

12% proteinas

6.5 Modelo de programacion materna en la descendencia

Para la elaboracion del modelo de programacion materna se utilizaron hembras (n=46) y
machos (n=15) C57BL/6 alojados en grupos de 5 animales en caso de las hembras y de 3 por
caja en los machos durante 10 dias para adaptacion y aclimatacion. Durante este tiempo estos
fueron alimentados con dieta estdndar chow y al agua ad libitum. Luego del periodo de
adaptacion, las hembras (n=46) fueron aleatorizadas en dos protocolos dietéticos diferentes:
programacion control y programacién materna con dieta CAF.

En el grupo CAF las hembras C57BI6 de 8-10 semanas de edad fueron alimentadas durante 9
semanas con una dieta tipo occidental o dieta de cafeteria (CAF) (n=26). Estas 9 semanas
incluyeron tres semanas de adaptacion y cruza, tres de gestacion y tres de lactancia. Durante
las primeras tres semanas, fueron dos de adaptacion y una de cruza donde las hembras fueron
apareadas con machos de 12-14 semanas de edad de 30-35 g CB57BL/6 (3 hembras por
macho). Durante los 2-4 dias de cruza los machos también tuvieron acceso a la dieta CAF. El
dia 1 de gestacidn sera determinado por la presencia del tapon vaginal, en caso de presentar las
3 hembras el tapon vaginal se retira el macho. La progenie macho (CON n=52; CAF n=52) de
madres expuestas a la comida (n=20) o CAF (n=26) fueron destetadas al dia 21 (Figura 32).
El sexado se realizara entre el dia 21 y 23 post nacimiento, las hembras control se utilizaron
para pie de cria, y la progenie hembra CAF fue descartada. Para la programacion control, las
madres se alimentaron con dieta control chow durante las 9 semanas (CON, n=20) [37-41]. Las
crias macho de las madres programadas con dieta CAF y control se mantendran con alimento
estandar chow y agua ad libitum a partir del destete. A las 8 semanas de nacimiento las crias
macho se agruparon en cuatro grupos: progenie macho de madres con dieta control (n = 26),
progenie de madres control + protocolo de ayuno de dia alterno (AIDA) (n=26), progenie

macho de madres expuestas a dieta CAF (n=26), y progenie de madres CAF + AIDA (n = 26)
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(ver abajo para el protocolo de AIDA). El fenotipado conductual en la descendencia se realizé

a los 40 dias postnatales (ver abajo para detalles y Figura32 para disefio experimental).

Pregestacién y
cruza

»_
(o3

Gestacién Lactancia

Chow

Dieta
Control

[+

e -

CAF

Dieta

B T I D e

3 semanas 3 semanas 3 semanas

Figura 32. Esquema general de programacion materna con dieta CAF durante 9 semanas.
6.6 Protocolo de ayuno de dia alterno (AIDA) en la descendencia

El protocolo AIDA para la progenie control macho (n=26) y la descendencia de madres CAF
(n=26) se realizo de la siguiente manera: se alternaron 24 horas de alimentacion ad libitum con
dieta chow seguida por 24 horas de restriccion alimenticia durante 5 semanas. Realizando la
alternancia de la alimentacion y ayuno a las 15:00 horas +/- 1 hora (Figura 33). Ver més abajo

para mas detalles y la FiguralA para el disefio experimental.

Ayuno Intermitente Dia Alterno

3 semanas

SeMmMAanas
— " Niveles de
£ | ot BHB

2| B
o CAF C.uudut:ta

_— — semejante al TEA

- Control Caracterizacion
% P del perfil mmune

] CAF

Alimentacién | | Restriccion |_

Figura 33. Esquema general de protocolo de Ayuno Intermitente de Dia Alterno
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6.7 Medicion del peso corporal.

Para evaluar el efecto del ayuno intermitente (AIDA) se pesaron a los ratones en una bascula
marca LIDERT con pantalla retroiluminada LCD con limite de peso de 200 Gramos al dia 0
(inicio del protocolo de ayuno), tomando mediciones cada 7 dias durante las 5 semanas del
protocolo para los grupos control y con ayuno. Este se tomo a la misma hora y previo a la

alternancia en los protocolos de alimentacion.
6.8 Evaluacion de la conducta semejante al TEA

Se realiz6 un andlisis individual del comportamiento animal de la descendencia macho en tres
cohortes: la primera se asigné para realizar andlisis de citometria de flujo (n = 14) para cada
grupo, la segunda para cuantificar los niveles plasmaticos de BHB y analisis de western blot

(n=7) para cada grupo, y el tercero para el analisis inmunohistoquimico (n=5) para cada grupo.

Para el fenotipado conductual los ratones estuvieron colocados de manera individual por caja
desde el destete en condiciones de agua a libre acceso con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas.
Cada una de las pruebas se realizaran con un dia de separacion para los grupos control. Los
grupos de ayuno intermitente realizaron las pruebas el dia de restriccion alimenticia. Para la
evaluacion utilizamos la prueba de entierro de canicas (marble burying o MB), la prueba de
campo abierto (Open field o OF) y el ensayo de sociabilidad en tres cdmaras (Three-chamber
sociability o TCS).

6.8.1 Prueba de entierro de canicas (marble burying)

La conducta semejante al TEA se diagnosticd segln los métodos descritos anteriormente. Para
la evaluacion de la conducta repetitiva se llenaron cajas de plastico con una capa de aserrin de
5 cm de grosor realizada bajo el protocolo estandarizado por Maldonado-Ruiz. Dieciséis
canicas de vidrio (15 mm de didametro y 5.3g de peso) del mismo color se colocaron de manera
equidistantes dispuestas en 5 filas de 4 canicas cada una en la superficie de una arena (26 cm
x 48 cm x 20 cm). Los machos fueron colocados en la esquina de la jaula que no tenia canicas,
lo més lejos posible de las filas. Después de 30 minutos se contd el nimero de canicas que
quedaron sin enterrar (Figura 34). Se tomaron como enterradas las canicas que fueron
cubiertas en sus dos terceras partes. El aserrin de la cama fue reemplazado después de cada

prueba.
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Se cuenta el porcentaje de canicas

Total: 16 canicas enterradas en un periodo de 30 min
e @ * 2 L L

e o o o S LT

e o o o -

Figura 34. Fundamento de prueba de entierro de canicas para evaluacion de la

conducta repetitiva
6.8.2 Campo abierto (Open Field Test)

Para la evaluacion de la conducta ansiosa y la actividad locomotora se realiz6 la prueba de
campo abierto (OF) la cual consiste en coloca a la cria macho de las hembras programadas en
el centro de una arena de policarbonato de 50cm x 50cm x 50cm de tamafio. Estos se tomaron
por la cola y fueron colocados en el centro y se les permitié explorar la arena durante 10
minutos y se analizd con el software ToxTrac_v2.92 (Figura 35). Luego de los cuales los
ratones fueron devueltos a sus jaulas de origen y el area de campo abierto. Entra cada prueba
se limpi6 con 70% de alcohol etilico. Cuantificamos la distancia total recorrida, el porcentaje

de inactividad, el tiempo pasado en el centro y en los bordes de la arena [7].

N

R L2

Se cuantifica el recorrido, el tiempo que se pasa en las
orillas y centro durante 10 minutos

Figura 35. Fundamento de prueba de campo abierto para evaluacion de la conducta

ansiosa.
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6.8.3 Prueba de sociabilidad de 3 cAmaras (Three-Chamber Test)

Para evaluar la interaccidn social se evalu6 la preferencia del sujeto de estudio entre un objeto
(no social) u otro individuo (interaccién con sujeto desconocido). Para esta prueba se empleo

la metodologia estandarizada por Maldonado-Ruiz la cual consiste en lo siguiente:

Esta prueba consistio en tres etapas: habituacién, exploracion y sociabilidad. Donde los sujetos
experimentales (control y con protocolo de ayuno) no tendran acceso a la cdmara hasta el dia
de la prueba. Para la fase de habituacion los ratones de estudio se colocaron con las dos puertas
cerradas durante 10 minutos en la cdmara central de una arena dividida en tres compartimientos
de (50 cm x 35 cm x 30 cm). Durante la fase de exploracion se permitié al sujeto de estudio
recorrer las 3 cdmaras durante 10 min. Antes de la prueba de sociabilidad el ratén se colocé en
la camara central con las puertas cerradas. Para la fase de sociabilidad el sujeto desconocido se
colocé dentro de un cilindro de plastico transparente de forma aleatoria en una de las dos
camaras de los extremos. En la cAmara opuesta se coloc6 una cdmara igual pero vacia (objeto).
Una vez se coloco el sujeto desconocido y el objeto vacio se abrieron las puertas y se le permitio
al sujeto de estudio recorrer libremente las 3 cadmaras durante 10 min. Se realiz6 una
videograbacion y se cuantifico el tiempo de interaccion del sujeto de estudio con el sujeto

desconocido y el objeto (Figura 36).

Los sujetos desconocidos nunca tuvieron contacto con los ratones de estudio previo a la prueba.
Estos fueron criados de manera independiente en grupos de 2 o 3 ratones. Para habituar a los
ratones desconocidos al cilindro se colocaron en esta durante 10 minutos 5 dias previos a la

prueba.

‘ ) o T N ‘ """""""" L m ‘

Aclimatacioén 10 min Exploracion 10 min Socializacién 10 min

Figura 36. Fundamento de prueba de sociabilidad en 3 camaras para evaluacion de la
conducta antisocial. Los ratones se exponen durante 10 minutos en la region central de la
arena, posteriormente se le permite explorar las tres camaras, y finalmente se expone a un

objeto inanimado y un sujeto desconocido.
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6.9 Analisis de infiltracion de células inmunes en el cerebro de la descendencia
6.9.1 Diseccion del tejido cerebral y recoleccion de sangre

La primera cohorte de la descendencia de madres programadas fue sacrificada éticamente para
realizar los analisis de citometria de flujo (n= 28). Los ratones fueron sacrificados usando
dislocacion cervical, y se recuperd Plexo coroideo (CP) y Corteza (Cx), Cuerpo Estriado (St)
e Hipocampo (Hpp) los cuales fueron seleccionados y aislados de acuerdo con las coordenadas
estereotaxicas del Atlas de cerebro de raton Paxinos y Franklin [44]. Se obtuvo un grupo de 7
ratones (pool=7) por cada region cerebral (Cx, St, Hpp) y CP, los cuales se mantuvieron en
PBS1X estéril y frio (solucién salina amortiguada con fosfato, 1X, pH 7,4) para posteriormente
ser cortados en trozos pequefios (1-2 mm3) en placas de Petri, para facilitar la digestion de los
tejidos. Cada conjunto (pool) fue lavado con PBS1X y centrifugado a 1200g 10 min a 4 °C,

luego se recogio el sobrenadante y se digirio el tejido como se menciona a continuacion.
6.9.2 Recuperacion de células y digestién enzimatica

La digestion enzimatica de los pool de CP, Cx, Sty Hpp se realizé utilizando una solucion con
colagenasa | (2 mg/mL NB6, Nordmark Biochemicals, No. Cat: N0002779) y disipasa Il (2
mg/mL Sigma-Aldrich, No. Cat. D4693-1G) diluida en PBS1X. Utilizamos cloruro de calcio
(CaCl2) (Sigma 10043-52-4) 2 mM para la activacion. El tejido fue cortado en trozos pequefios
y mezclado en solucidon con enzimas e incubado durante 25 min a 37 °C, agitando 60 rpm.
Después de la digestion, los grupos se lavaron con PBS1X 'y se centrifugaron a 1200 g 10 min
a 4 °C, luego se elimin6 el sobrenadante. El pellet se recogio para realizar el gradiente de
Percoll.

6.9.3 Aislamiento de la Microglia y células inmunes mediante gradiente de Percoll

Después de la digestion enzimatica, preparamos una solucion de percoll isotonico (SIP)
utilizando nueve partes (v/v) de Percoll (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo P1644-100ML) a
una parte (v/v) de PBS 10X. Luego utilizamos el SIP para elaborar 6 ml de gradiente del 70%
(siete partes (v/v) de SIP a tres partes (v/v) de PBS1X) y 6 ml de gradiente del 40% (cuatro
partes (v/v) de SIP a seis partes (v/v) de PBS1X) para cada grupo. Las muestras se
resuspendieron en 1 ml de gradiente del 70% y luego se afiadieron lentamente los 5 ml restantes
a la parte superior del tubo. Los 6 ml del gradiente del 40% se colocaron muy lentamente y con

cuidado para no romper el gradiente de densidad. Finalmente, afiadimos 1 ml de PBS1X. Las
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muestras se centrifugaron 1200 g 45 min a 4 °C (la centrifuga no debe tener freno o aceleracion).
Una vez centrifugada, la mielina fue descartada de la parte superior del gradiente. Retiramos 4
ml y 3 ml se recogieron de la interfaz y lo colocamos en un segundo tubo falcon de 15 ml. Se
afiadieron 15 ml de PBS1X y se centrifug6 a 1200g 10 min a 4 °C. El pellet se resuspendid en
100 ul de PSB1X para el analisis de citometria de flujo.

6.9.4 Analisis de citometria de flujo de la microglia y células inmunes

Las células aisladas de la interfase del gradiente se incubaron con anticuerpos primarios tefiidos
1:300 diluidos en PBS1X. Los anticuerpos conjugados con fluorocromo utilizados para la
tincion de la superficie incluyen: anti-NK1.1 (PK136, Biolegend, No. 550627), Anti-IgG2a k-
ACP isotype (BD Pharmingen, No. 553932), anti-CD11c (HL3, BD Pharmingen, No. 557401),
Anti-IgG1 A1-PE isotype (BD Pharmingen, No. 553954), anti-CD45 (30-F11, BD Pharmingen
Purified Rat No. 553076), Anti-IgG2b k-PE-Cy 5 isotype (BD Pharmingen, No. 553990), anti-
CD11b (Clone M1/70.15.11.5, Order.no 130-113-796, Miltenyl Biotec), anti-CD86 (GL-1,
Biolegend, No. 561870), Anti-IgG2a k-ACP isotype (BD Pharmingen, No. 550882), anti-
CD206 (MRR, Biolegend, No. 141703). Para cada anticuerpo, las células se incubaron durante
15 min. Los anticuerpos fueron conjugados con Allophycocyanin (APC) para luz roja (650 y
660 nm), Fluorescein IsoTioCyanate (FITC) para luz ver (494 y 520 nm), Phycoerythrin (PE)
a 574 nm, Phycoerythrin + cyanine 7 dye (PE-Cy7) la cual se excita a luz azul (488 nm), verde
(532 nm) y amarilla (561 nm) segun la conveniencia del panel para ser medidos por el citometro
BD Accuri 6. Se compara la intensidad de la fluorescencia (histogramas), se procesaron
muestras de grupo en un solo lote con el mismo panel de anticuerpos y se analizaron con el

software Flowjo.
6.10 Cuantificacion del BHB

Se asigno la segunda cohorte de ratones para realizar cuantificacion plasmatica de BHB y
western blot: Control (n= 7) Control + AIDA (n=7), CAF (n=7) CAF + AIDA (n= 7). Se
obtuvieron regiones plasmaticas y cerebrales (Cx, Hpp, St) como se describe. Las muestras de
plasma fueron homogeneizadas con &cido perclorico 4M por 5 min y centrifugadas 13.000 g 2
min a 4 °C, pH 6-8 se ajustd con hidroxido de potasio 2M y el centrifugado 13.000g 2 mina 4
°C. Los niveles de BHB plasmaticos fueron cuantificados por el kit de ensayo de
hidroxibutirato beta (Cat. ab83390). Los niveles plasmaticos de BHB se midieron por
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absorbancia UV-Vis a 450 nm utilizando un lector de espectrofotometros Epoch Microplate
Biotek.

6.11 Extraccion de proteinas, SDS/PAGE e inmunotransferencia

Para el analisis de western blot, las 7 muestras de Cx, Hpp, St de cada grupo (Control, Control
+ AIDA, CAF y CAF + AIDA) de la segunda cohorte de ratones fueron homogeneizadas en
tampon RIPA frio-hielo (1% IGEPAL, 0,5% desoxicholato de sodio, 0,1% dodecil de sodio, 1
mM fluoruro de sodio, 2 mM ortovanadato de sodio en solucion salina amortiguada con
fosfato) que contiene un cdctel inhibidor de la proteasa (Complete, Roche Applied Science) en
un TissueLyser (Qiagen). Los lisados de proteinas se incubaron en hielo durante 30 minutos,
se centrifugaron a 17.400 g durante 15 minutos a 4 °C, y el sobrenadante se transfirié a un
nuevo tubo. La concentracion de proteinas se cuantifico utilizando el reactivo de Folin (kit de
ensayo de proteinas DC, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las muestras de proteinas (40 pg) se
separaron en geles SDS-poliacrilamida al 10% y se transfirieron a membranas de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Hybond-P, Amersham, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) utilizando
un sistema de electroblotting himedo (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon durante 1 h
con un 5% de leche seca sin grasay se incubaron con anticuerpos primarios diluidos en solucion
de blogueo durante la noche. Los anticuerpos primarios fueron: JNK, p-JNK (Merck Millipore,
Burlington, MA, USA), ATF6, BiP y GAPDH (Santa Cruz Biotechnology). Las membranas se
lavaron tres veces con TBS-T durante 10 minutos y luego se incubaron con anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante (anti-conejo de cabra o anti-cabra de
conejo) durante 1,5 h a temperatura ambiente. La cuantificacion y digitalizacién de banda se
realizé utilizando un reactivo de deteccion quimio luminiscente (Millipore, MA, USA) en un
densitometro ChemiDoc MP y procesado por el software Image Lab (Bio-Rad). Un valor de
uno se asigno arbitrariamente al grupo de control, que se utilizé como referencia para las otras
condiciones. La intensidad de la banda se normaliz6 utilizando la expresién de proteina
GAPDH como control de carga. Los resultados se reportan como proteina de interés/proteina
doméstica para ATF6 y BiP o relacion proteina fosforilada/total para JNK.
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6.12 Andlisis de la morfologia de la microglia en el cerebro de la descendencia por

inmunohistoquimica
6.12.1 Perfusién intracardiaca

La tercera cohorte de ratones fue la siguiente: Control (n= 5), Control + AIDA (n=5), CAF
(n=5) CAF + AIDA (n=5), se asigno para realizar inmunohistoquimica de la morfologia de la
microglia en regiones cerebrales asociadas a la sociabilidad. Los ratones fueron sacrificados
por sobredosis de pentobarbital (PiSA Agropecuaria) via intraperitoneal (i.p). Se realizé una
diseccion cutanea desde la region abdominal hasta la parte superior del térax, exponiendo el
corazon. Luego, el ventriculo izquierdo del corazon fue perforado siguiendo su apice y se hizo
un corte en la auricula derecha y se perfundié con una bomba de infusion (Fisher Scientific
GP1000) a un caudal de 10 mL/min con PBS 0,1 M + heparina (10 U/mL). Posteriormente, la
solucion de lavado se cambio a la solucién de fijacion incluyendo 4% de paraformaldehido
(PFA) en 0,1 M PBS durante 25 min, siguiendo el mismo flujo. Se aislo el cerebro y se
almacenaron muestras a 4 °C en 4% de PFA durante 24 h y se cambi6 a una solucién de
sacarosa al 10%, 20% y al 30%+ 0,1 M PBS soluciones de criopreservacion.

6.12.2 Inmunohistoquimica

Los cerebros de los grupos Control (n=5), Control + AIDA (n=5), CAF (n=5) CAF + AIDA
(n=5) fueron cortados con un criostato (Leica Biosystems, Alemania) a 30-40 pum de secciones
coronales para Cx, St y Hpp con las siguientes coordenadas estereotaxicas: ML: 2,5 mm AP:
2,5mm DV: 3,2 mm y se recogieron en una solucion PBS de 0,1 M. Para evaluar la morfologia
de la microglia, se realiz6 inmunotincion en secciones flotantes libres. Brevemente, se
recuperaron 30-40 um de secciones coronales en buffer de citrato pH 6,0 por 20 min y se
realizaron 3 lavados/5 min con PBS 1X + 0,01% entre 20 (PBST). Luego, se bloguearon las
secciones con 200ul de solucion de peroxidasa (KitAB64264) durante 10 minutos a
temperatura ambiente seguido de 3 lavados /5 min con PBST e incubado con anti-lbal primario
(EPR16589 ab178847) en PBST (1:300) y se incubaron durante la noche a las 4 °C. Se lavaron
3 secciones con PBST y se incubaron con 200ul de Biotinilado Polivalente de cabra
(KitAB64264) durante 10 min. Se lavaron 3 secciones con PBST y se incubaron con
estreptavidina (AB64264) durante 10 min. Las secciones se enjuagaron y se expusieron a 200
ul 1:50 3,3 -Diaminobenzidina (DAB) en sustrato DAB (KitAB64264) por 10 min. Finalmente,

se montaron secciones en rebanadas recubiertas de poli-L-lisina y se analizaron bajo un
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microscopio Brightfield e Imager A2 Zeiss. Los controles negativos consistieron en eliminar
el anticuerpo primario para el procedimiento. Se tomaron micrografias fotograficas en 10 y 40

objetivos (2 cortes por raton) para cuantificar el nimero total de células positivas de Ibal.
6.12.3 Analisis morfoldgico de la microglia

Para la medicion de los pardmetros morfologicos de las microglia (50-60 células individuales
por grupo) para determinar el nimero de ramas (Brantches), puntos finales (Puntos finales) y
uniones (Uniones) de procesos que se originan del soma de cada célula en microfotografia y
para cada grupo usando Imagel y plugins (FFT bandpass filter, unsharp mask y close) a todas

las imégenes binarias y esqueletizadas en Fiji. [45]
6.13 Modelos bioldgicos

Se realiz6 un andlisis de regresion lineal para observar el efecto de variables independientes en
un modelo bioldgico utilizando datos de las pruebas de comportamiento y caracteristicas de la
morfologia de la microglia nimero de ramas (Brantches), puntos finales (Puntos finales) y
uniones (Uniones) en corteza e hipocampo) sobre las variables dependientes (interaccion
social) para predecir la fuerza de la asociacion entre la programacion materna, el ayuno
intermitente, la interaccion social y la complejidad de la morfologia de la microglia. Los
andlisis de correlacion se basaron en modelos de regresion lineal presentados como coeficiente
beta (B) e intervalo de confianza del 95% (IC del 95%). Un valor p 0,05 se considero
estadisticamente significativo. Estos analisis se realizaron en R estudio version 3.6.3 con la
siguiente ecuacion: Lm (Interaccion social ~ Grupo * caracteristicas de morfologia microglial).
R Equipo Central (2023). _R: Un Lenguaje y Ambiente para la Estadistica Computing_. R
Fundacion para la Computacion Estadistica, Viena, Austria. & It; https://www.R-

project.org/&gt.
6.14 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad 264 Software, Inc., San
Diego, CA, Estados Unidos). Las pruebas de normalidad se realizaron con D Agostino-
Pearson, Anderson-Darling y Shapiro-Wilk, y Kolmogorov Smirnov. Las comparaciones
multigrupo se realizaron utilizando un ANOVA dos colas y la prueba de Tukey como poshoc.
Los datos con distribucion no normal (prueba de enterramiento de canicas) se analizaron con

la prueba de Friedman. Las barras de error indican error estandar de la media (ESM). Las
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diferencias se consideraron estadisticamente significativas (*) P < 0,05, d (**) P< 0,01, (**) <
0,001.
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7. Resultados
7.1 AIDA modula el peso corporal y promueve la produccion de cuerpos cetonicos.

En este proyecto se evaluo el efecto del Ayuno Intermitente de Dia Alterno (AIDA) en la
descendencia de madres expuestas a la dieta control (chow) y CAF durante un protocolo de 5
semanas donde se observd que en los grupos control (Control y CAF) no se observo diferencia
de peso durante las 5 semanas. Mientras que el AIDA promueve una disminucion de peso
significativa en los ratones comparando el peso inicial con el peso a la 5° semana durante el
estado de restriccion alimenticia: Control (+10%) CAF (+12%) Control + AIDA (-20%) CAF
+ AIDA (-7%) (Figura 37 A). Se observo que la descendencia de madres CAF presentd una
menor pérdida de peso respecto al control con ayuno (Control + AIDA). La descendencia de
madres CAF con AIDA fueron resistentes a la pérdida de peso en las mediciones de la 1°, 3° y
5°, que corresponden a mediciones en ayuno (Figura 37 D). También observamos un patron
diferente entre los grupos Control y CAF tratados con AIDA en la pérdida. EI Control + AIDA
durante la restriccion alimenticia muestra méas pérdida de peso durante la primera semana,
luego muestra un periodo de adaptacion en la segunda semana donde no se observa diferencia
en la pérdida de peso, y finalmente vuelve a perder peso durante la tercera semana (Figura 37
C). Mientras que el grupo CAF+ AIDA muestra una adaptacion al AIDA ya que con el tiempo
existe una reduccion progresiva en perder peso (Figura 37D). Por otro lado, encontramos el
mismo patrén de aumento de peso en ambos grupos tratados con AIDA durante el dia de
alimentacion. En particular los ratones de progenie CAF presentan una menor ganancia de peso
durante la primera semana. Sin embargo, durante la segunda semana no observamos diferencia
entre ambos. Mostrando la misma tendencia a tener una disminucién en la ganancia de peso

durante los periodos de alimentacion.
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Figura 37. Evaluacion del peso corporal en progenie de hembras alimentadas con dieta
Control y CAF. Cambio de peso corporal durante 5 semanas de AIDA (A). Comparacion de
peso al dia uno y al término del protocolo (B) Patrones de cambio de peso en dia de
alimentacion y dia de restriccion alimenticia en la progenie CAF (C) y Control (D).

7.2 AIDA mejora la produccion de cuerpos cetonicos

Como se describi6 anteriormente durante el ayuno aumentan los niveles de beta-hidroxibutirato
(BHB) producidos en el higado. Para evaluar el efecto del AIDA se midi6 los niveles de BHB
en la descendencia de madres expuestas a dieta control y dieta CAF durante la gestacion
(Figura 38A). Se observo que la descendencia de Control y CAF expuesta a AIDA mostré un
aumento de los niveles plasmaticos de BHB en comparacion con la descendencia de Control o
CAF (Figura 38B). No se observaron cambios en los niveles de BHB en la descendencia de
Cx y Hpp de Control + AIDA y CAF + AIDA en comparacion con la descendencia de control
o0 CAF (Figura 38C y D). Estos resultados sugieren que la descendencia expuesta a la dieta
CAF durante el desarrollo (programacion materna) no presenta alteraciones en la produccion

de BHB en el plasma en respuesta al AIDA.
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Figura 38. El ayuno modula el peso corporal y promueve la produccion de
Betahidroxibutirato (BHB). (A) Programacion materna y protocolo de ayuno alterno.
Cuantificacion de los niveles plasmaticos de beta-hidroxibutirato (B), Corteza (C) e
Hipocampo (D). Las diferencias se evaluaron mediante ANOVA unidireccional. El resultado

representa el error estandar medio de la media. Anélisis estadistico. *p< 0.05, **p< 0.01, **p<
0.001.

7.3 AIDA mejora la sociabilidad en la descendencia

Los individuos con TEA muestran una conducta repetitiva, ansiosa y una incapacidad para
socializar. Es por ello por lo que se determind el efecto de la AIDA sobre el comportamiento
similar al TEA de la descendencia expuesta a la dieta CAF. Inicialmente evaluamos el
comportamiento obsesivo-repetitivo utilizando la prueba de entierro de canicas. Los graficos
de violin mostraron que los individuos expuestos a la dieta Control integraban dos poblaciones
de sujetos enterrando entre el 20% y el 75% de canicas. (Figura 39A). Por otro lado, el grupo
Control + AIDA mostr6 dos poblaciones que tuvieron hasta un 20% mas de canicas enterradas
(47-97%) en comparacién con los individuos de control (Figura 39A). Los individuos
expuestos a la dieta CAF integraron tres poblaciones de sujetos, enterrando el 10%, el 47% y
el 95% de las canicas totales. Sin embargo, el grupo CAF + AIDA mostrd un 28% mas de
canicas enterradas en comparacion con individuos con CAF (Figura 39A). Sefialando que los

ratones con ayuno muestran una mayor conducta repetitiva.
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A continuacion, identificamos si la descendencia macho de CAF tratada con AIDA muestra
cambios en la conducta ansiosa. Los resultados no mostraron cambios en la tasa de movilidad
en ratones de grupos control o CAF expuestos al AIDA en comparacion con sujetos control o
CAF (Figura 39B). Sin embargo, observamos que la AIDA en individuos control mostr6
disminucion en la actividad (Figura 39C), y distancia recorrida (Figura 39D), mientras que
los individuos CAF mostraron aumento en la actividad (Figura 39C) y distancia recorrida
(Figura 39D) en comparacion con los sujetos Control + AIDA. Al igual que nuestros hallazgos
recientes, la descendencia expuesta a la dieta CAF durante el desarrollo experimentd un
aumento en el tiempo que pasé en las esquinas cuando se la compar6 con los individuos de
control (Figura 39E). Por el contrario, los ratones CAF + AIDA no modificaron la velocidad
de actividad, la distancia recorrida y la tasa de inmovilidad en comparacion con los sujetos
descendientes de CAF (Figura 39 B - D). Para ser precisos, los ratones CAF + AIDA mostraron
una disminucidn significativa en el tiempo pasado en las esquinas en comparacion con los
descendientes de CAF (Figura 39E). Estos datos sugieren que la AIDA disminuyo el

comportamiento de ansiedad en la descendencia de la CAF.

Finalmente, abordamos el efecto de la AIDA sobre la interaccion social en ratones expuestos a
la dieta CAF durante la gestacion. Encontramos que los machos control pasaron méas tiempo
(+20,75 segundos) interactuando con el sujeto desconocido, mientras que los individuos CAF
mostraron una menor interaccion social (-60,71 segundos) (Figura 39 F, G). Notablemente,
la descendencia de CAF expuesta a AIDA recupero la interaccion social de -60.71 a 76.25
segundos (Figura 39F), lo cual se correlaciona con menos tiempo pasado con el objeto
inanimado (Figura 39G) (-51.98 segundos) comparado con la descendencia de CAF (+4
segundos). Estos resultados confirmaron que el ayuno mejora la sociabilidad en ratones

expuestos a la dieta CAF durante el desarrollo.
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Figura 39. El ayuno revierte los comportamientos sociales y de ansiedad. (A) Efecto del
ayuno intermitente en el comportamiento repetitivo: enterrar marmol. Comportamiento ansioso
y funcion locomotora. (B) Tasa de movilidad, (C) Actividad, (D) Distancia recorrida, (E)
Tiempo en la esquina y (F) Tiempo de Interaccion social, o (G) Tiempo de interaccion con el
objeto. Las diferencias se evaluaron utilizando ANOVA unidireccional. El resultado representa

el error estandar medio de la media. Analisis estadistico *p< 0.05, **p< 0.01, **p< 0.001

7.4 La AIDA aumenta la poblacion de microglias CD206+ en la CP de los individuos de
control

Los defectos de sociabilidad encontrados en los individuos con TEA se correlacionan con un
incremento en el perfil proinflamatorio de la microglia en diversas regiones del cerebro

(Codagnone et al., 2015; Cui et al., 2020; Maldonado-Ruiz et al., 2022a; M. D. Shen, 2018;
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Shin Yim et al., 2017; Thabault et al., 2022). Por otro lado, se ha reportado que el AIDA
favorece la polarizacion de la microglia (Ciaffi et al., 2021; C. Huang et al., 2022; Polito et
al., 2023; Stekovic et al., 2019; Traba et al., 2017) Por ello nosotros determinamos el efecto de
la AIDA en el nimero de células microglia en el CP (plexo coroideo) de la descendencia
expuesta a la dieta CAF durante el desarrollo. Inicialmente, centramos nuestro analisis en las
células inmunes que estan en comunicacion sistémica con el cerebro, como las células NK
(CD161+) (Kuriokaetal., 2018), las células dendriticas de raton (CD11c+) (Immig et al., 2015)
los macrdfagos perivasculares de raton (CD45 high /CD11b+) (Giuseppe Faraco, Laibaik Park,
Josef Anrather, 2018) y también, la microglia de ratén (CD45 low/CD11b+)(Jurga et al., 2020).
La Figura 38 A muestra histogramas representativos de las poblaciones y fenotipos analizados
en la CP (Figura 40 A). Se encontrd que la programacion control + AIDA no promovio
cambios significativos en el nimero de NK (CD161+) (Figura 40B), células dendriticas
(CD11c+) (Figura 40 C), macrofagos (CD45 high /CD11b+) (Figura 40D), o linfocitos (CD45
+/CD11b-) (Figura 40E), en la descendencia expuesta a la dieta Control o CAF durante el
desarrollo. Notablemente, encontramos que la AIDA aumentd el nimero de células de
microglia (CD45 low/CD11b+) (Figura 40F), y un aumento robusto en las células de microglia
CD206+ en el CP de la descendencia de control, mientras que no se encontraron cambios en la
descendencia expuesta a la dieta de CAF (Figura 40G). Ademas, no se encontraron cambios
en las células de microglia CD86+ en el CP después de la exposicion a AIDA en los grupos
CAF y de control (Figura 38H).
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Figura 40. El ayuno intermitente y la programacion materna modulan el perfil inmune
en plexo coroideo. (A) Histograma representativo del andlisis de citometria de flujo para
evaluar el efecto del ayuno intermitente en la poblacion de células inmunitarias en el plexo
coroides. (B) Analisis grafico de la acumulacién de células NK, (C) Células dendriticas, (D)
Macrofagos, (E) Linfocitos, (F) Microglia total, (G) CD86+ Microglia, (H) CD206+
Microglia. Las diferencias se evaluaron mediante ANOVA unidireccional. El resultado
representa el error estandar medio de la media. Analisis estadistico. *p< 0.05, **p< 0.01, **p<
0.001.

7.5 La AIDA aumenta la microglia en regiones cerebrales asociadas con la interaccion

social

A continuacion, determinamos el efecto de la AIDA en el perfil de las células inmunitarias de
la microglia en las regiones cerebrales vinculadas a la interaccion social como la Cx, Sty Hpp.
Inicialmente, caracterizamos las células de microglia seleccionando células CD45
high/CD11b+ (macro6fagos), CD45 low/CD11b+ (microglia) (Maller et al., 2015; Rangaraju et
al., 2018). Observamos que la AIDA promovié un aumento en el nimero de células CD45+ en
Cx de la descendencia Control y CAF (Figura 41A). Ademas, EL AIDA promovi6 un aumento
de macréfagos (CD45 high/CD11b+) (Figura 41B) y linfocitos (CD45+/CD11b-) células
(Figura 41C) en la Cx de descendencia control. No se encontraron cambios en las microglias
CDA45low/CD11b+/CD206+ o CD45low/CD11b+/CD86+ en la Cx de individuos
prenatalmente expuestos a la dieta de control o CAF (Figura 41D -F). Ademas, no se
observaron diferencias significativas en el St de individuos expuestos a AIDA y nacidos de

madres expuestas a comida o dieta CAF (Figura 41L -P).
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Figura 41. EIl ayuno intermitente modula el perfil inmunitario en regiones cerebrales
asociadas a la sociabilidad. (A) Efecto del ayuno intermitente y de la programacion materna
de CAF en las regiones cerebrales asociadas a la interaccidn social en el nimero total de células
CD45+, (B) macrdfagos, (C) linfocitos, (D) poblacién de microglias, (E) CD86+ microglia,
(F) CD206+ microglia en la Corteza. (G) macrofagos, (H) linfocitos, (I) poblacion de
microglias, (J) CD86+ microglia, (K) microglia CD206+ en hipocampo. (L) Macréfagos (M)
Linfocitos, (N) Microglia (O) Microglia CD86 (P) CD206 en Cuerpo Estriado. Las diferencias
se evaluaron mediante ANOVA unidireccional. El resultado representa el error estandar medio
de la media. Analisis estadistico. *p< 0.05, **p< 0.01, **p< 0.001.

7.6 AIDA disminuyo la sefializacion de Bip/ATF6/p-JNK en el cerebro

Se evalué el efecto del ayuno intermitente en la sefializacion Bip/ATF6/p-JNK, un marcador
potencial de la via inflamatoria y ER stress: BIP-ATF6 p-JNK. Descubrimos que la
descendencia expuesta a la dieta CAF durante el desarrollo gestacional mostraba un aumento
en los niveles de proteinas de Bip, ATF6 y p-JNK en la Cx (Figura 42A, C) y Hpp (Figura
42B, D) en comparacion con los individuos de control, lo que implica que la programacion
materna induce estrés en el reticulo de las células de estas regiones cerebrales e inflamacién
mediada por JNK. Notablemente, la descendencia de CAF expuesta a AIDA disminuyd
eficientemente los niveles de ATF6 y p-JNK tanto en Cx (Figura 42C) como en Hpp (Figura
42D). Estos resultados sugieren que la AIDA redujo la expresién de sefializacién de ATF6/p-

JNK en la descendencia prenatalmente expuesta a la dieta CAF.
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Figura 42. El ayuno intermitente atenta el estrés ER y la sefalizacion JNK en la
descendencia expuesta a la dieta CAF. (A) Expresion de los niveles proteicos de ATF6
(Factor de transcripcion activador 6), BiP (Proteina de unién a inmunoglobulina) y p-JNK (c-
Jun N-terminal fosforilada) en la corteza e (B) hipocampo. (C) Cuantificacion densitométrica
de la relacion proteina/proteina domestica para ATF6 y BIiP, y relacion proteina
fosforilada/total para JNK en Corteza. (D) Cuantificacion densitométrica en hipocampo. El
resultado representa el error estandar medio de la media. Analisis estadistico. *p< 0.05, **p<
0.01, **p< 0.001.
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7.7 AIDA modula cambios en la morfologia de microglia de Cx 'y Hpp

Se evaluo el efecto de la AIDA sobre los cambios en la morfologia de la microglia en Cx y
Hpp de la descendencia. El area retroesplenial (RSC) cubre la corteza superficial medio-caudal
asociada con recuerdos de miedo y aspectos motivacionales del aprendizaje, la cual es
subdividida en corteza retroesplenial granular (RSG) vs area retroesplenial Agranular (RSA).
El RSG recibe entradas directas del hipocampo dorsal CAL1 y tiene conexiones con los nlcleos
taldmico dorsal lateral y dorsal anterior, subiculo y posticulo (Balcerek et al., 2021; Tsai et al.,
2022a) EI RSA esté interconectado con los nucleos talamico medial anterior y posterior lateral,
y las cortezas prefrontales (Tsai et al., 2022a). Observamos un aumento en el nimero de ramas
(Figura 43B), puntos finales (Figura 43C) y uniones (Figura 43D) en RSA en la descendencia
expuesta a la dieta CAF en comparacion con individuos de Control, Control + AIDA o CAF +
AIDA. Ademés, RSG mostr6 mas ramas (Figura 43E), puntos finales (Figura 41F) y uniones
(Figura 41G) en individuos de Control o CAF expuestos a AIDA. El analisis de la corteza
somatosensorial no muestra diferencias importantes entre grupos (Figura 3SA, B y C).
Ademas, la region hipocampal CA1 mostrd una disminucion en el numero de ramas (Figura
43H), puntos finales (Figura 43l) y uniones (Figura 43J), en la descendencia de madres
expuestas a CAF en comparacion con individuos de Control o CAF + AIDA. Se encontré un
aumento en el nimero de ramas (Figura 43K), puntos finales (Figura 43L) y uniones (Figura
41M) en los individuos CA2 de control expuestos a individuos AIDA o CAF. Ademas, la
region CA3 de las crias de CAF mostré un aumento en el nimero de ramas (Figura 41N) y
puntos finales (Figura 430), en comparacion con los individuos de control expuestos a AIDA.
Finalmente, la descendencia de CAF expuesta a AIDA mostrd un aumento en el nimero de
ramas (Figura 43Q), puntos finales (Figura 43R), y uniones (Figura 43S), en el giro dentado
comparado con CAF y descendencia de control o descendencia de control expuesta a AIDA.
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Figura 43. El ayuno intermitente modula la morfologia de la microglia en las regiones de
la corteza y del hipocampo. Coordenadas del manual de cirugia estereotaxica de las regiones
de la Corteza Agranular Retroesplenial (RSA) (A) NUmero de ramas de la microglia en la

cerebrales de ratén
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corteza de la RSA (B) puntos finales (C) uniones (D). Analisis de la morfologia de RSG; ramas
(E) puntos finales (F) uniones (G). Analisis de la morfologia de CA1; ramas (H) puntos finales
(1) uniones (J). Anélisis de la morfologia de CA2; ramas (K) puntos finales (L) uniones (M).
Anadlisis de la morfologia de CA3; ramas (N) puntos finales (O) uniones (P). Anélisis de la
morfologia del Giro dentado; ramas (Q) puntos finales (R) uniones (S). Las diferencias se
evaluaron utilizando ANOVA de una via. El resultado representa el error estandar medio de la

media.

7.8 El Modelado Bioldgico Asocia el Ayuno Intermitente y la programacion materna
con las Interacciones Sociales y variables en la Corteza y el Hipocampo.

Se realiz6 un modelo biolégico para predecir la fuerza de la asociacién entre la programacion
materna, el ayuno intermitente, la interaccion social y la complejidad de la morfologia de la
microglia. La grafica del mapa de calor de los grupos y las caracteristicas morfolégicas de la
microglia mostraron que el valor de intensidad que representa la direccién de la dependencia
de la interaccion es positivo (azul) o negativo (rojo) (Figura 44A). Se encontrd una correlacion
positiva entre la morfologia de la microglia y la sociabilidad en el RSG de individuos control
(Figura 42A). Ademas, se identificé una correlacion negativa entre la morfologia de la
microglia y la sociabilidad en el CAl, CA2 y CA3 y el giro dentado (Figura 44A). Luego
enfocamos nuestro modelado bioldgico en las dos regiones principales del cerebro donde el
AIDA mostr6 un efecto mayor, el RSG vy el giro dentado (Figura 44B). Se encontr6 que en la
descendencia de control que muestra mas interaccion social se asocié con menos puntos finales
en la microglia de RSG (Figura 44C). Cabe destacar que la descendencia de CAF con menor
tiempo de interaccion social se asocid con un aumento en el nimero de ramas (Figura 44D),
puntos finales (Figura 44E) y uniones (Figura 44F) en el giro dentado. Ademas, observamos
una diferencia entre el efecto AIDA en RSG. El ayuno promueve la sociabilidad asociada con
mayor complejidad de microglia en Control, mientras que en CAF observamos el efecto
opuesto (Figura 44C). En el giro dentado, mas interacciones sociales se asocian con menos
complejidad en Control (Figura 42D - F). De forma grafico se muestra como el aumento en
complejidad de la microglia se asocia con mayor sociabilidad en corteza, mientras que en giro

dentado esta se correlaciona con menor complejidad (Figura 46 A).

Ademas, la disminucién del tiempo pasado en las esquinas se asocid a una menor acumulacion

de BHB en Cx y Hpp. Se observo el efecto contrario durante el ayuno intermitente, tal como
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se observo méas acumulacion de BHB asociada con aumento de BHB en plasma (Figura 45y
Figura 46B).
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Figura 44. Modelos de asociacion entre el ayuno intermitente y la programacion materna
con interacciones sociales y variables en la Corteza e Hipocampo. (A) Un mapa de calor de
grupos y caracteristicas morfolégicas de microglias. (B) Anatomia de la corteza retroesplenial
granular (RSG) en rojo y Giro Dentado (DG) en verde. Coordenadas estereotacticas cerebrales
del raton (ML: 2,5 mm AP: -2,5 mm DV: 3,2 mm). (C) Asociacion Analisis entre grupos de
estudio Control (amarillo) Control + AIDA (azul) CAF (verde) CAF+ AIDA (purpura),

Tiempo de interaccion social en segundos (eje Y), Puntos finales de la corteza retroesplenial
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granular R2= 0.7289 p= 0.006193 (D) Ramas de giro dentado R2= 0.5836 p= 0.04781 (E)
Puntos finales de giro dentado R2=0.6139 p=0.3114 (F) Uniones de giro dentado R2=0.47117
p=0.138.
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Figura 45. Modelos de asociacion entre niveles de BHB en plasma y regiones cerebrales
de los grupos de estudio. (Control = verde Control + ADF = purpura CAF = amarillo + ADF
= rojo), prueba de comportamiento de ansiedad (eje Y), caracteristica de morfologia de
microglia (eje X) segunda caracteristica de morfologia de microglia (Tamafo de las esferas).
(A) Plasma BHB vs Corteza BHB p=0.0007342 (B) Plasma BHB vs Hipocampo BHB
p=0.02382.
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Figura 46. Esquemas de los modelos biologicos. (A) Representacion de los analisis
multivariables entre interaccion social y ramificacion de la microglia entre corteza RSA y Giro
dentado. (B) Representacion de los analisis multivariables entre tiempo en las esquinas y los
niveles de BHB en plasma y regiones cerebrales. Color azul = progenie control y control +
ADF (AIDA). Color rojo= grupo CAF y CAF + ADF (AIDA).

Tabla 9. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta

CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 38.

MODELO FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA DE VALORDEF VALOR

VARIACION DE CUADRADOS CUADRADOS AJUSTADO
LIBERTAD DE P
PLASMA Diet 1 82014 82014 F (1, 60) = P=0.2453
BHB 1.376
Fasting 1 1711232 1711232 F (1, 60) = P<0.0001
28.72
Interaccion 1 102123 102123 F (1, 60) = P=0.1955
1.714
CX BHB Diet 1 960.2 960.2 F (1, 24) = P=0.1131
2.704
Fasting 1 36.17 36.17 F (1, 24) = P=0.7524
0.1018
Interaccion 1 496.4 496.4 F (1, 24) = P=0.2487
1.398
HPP BHB Diet 1 2.115 2.115 F (1, 20) = P=0.1350
2.426
Fasting 1 0.00091 0.00091 F (1, 20) = P=0.9745
0.001044
Interaccion 1 3.235 3.235 F (1, 20) = P=0.0684
3.711
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Tabla 10. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta

CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 39.

MODELO FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA VALORDEF VALOR
VARIACION DE CUADRADOS CUADRADOS AJUSTADO
LIBERTAD DEP
ACTIVIDAD Diet 1 131.4 131.4 F (@ 79 = P=0.3249
0.9814
Fasting 1 80.69 80.69 F (1, 79) = P=0.4400
0.6024
Interaccion 1 2237 2237 F(1,79)=16.70 P=0.0001
DISTANCIA Diet 1 34551203 34551203 F (1, 84) = P=0.4029
RECORRIDA 0.7067
Fasting 1 29217449 29217449 F (1, 84) = P=0.4417
0.5976
Interaccion 1 922322342 922322342 F(1,84)=18.86 P<0.0001
TIEMPO EN | Diet 1 0.5734 0.5734 F (1, 79) = P=0.5430
LAS ESQUINAS 0.3732
Fasting 1 0.5665 0.5665 F (1, 79) = P=0.5454
0.3687
Interaccion 1 30.22 30.22 F(1,79)=19.67 P<0.0001
TIEMPO CON | Diet 1 74.71 74.71 F (1, 125) = P=0.8827
EL OBJETO 0.02186
Fasting 1 31391 31391 F (1, 125) = P=0.0030
9.186
Interaccion 1 824.4 824.4 F (1, 125) = P=0.6242
0.2412
SOCIABILIDAD | Diet 1 16729 16729 F (1, 124) = P=0.0531
3.813
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Fasting 1 194458 194458 F (1, 124) = P<0.0001
44.32
Interaccion 1 125809 125809 F (1, 124) = P<0.0001
28.68
Tabla 11. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacién materna con dieta
CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 40y 41.
MODELO FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA DE VALORDE VALOR
VARIACION DE CUADRADOS CUADRADOS F AJUSTADO
LIBERTAD DEP
CP Diet 1 258.5 258.5 F (1, 8 = P=0.0880
MICROGLIA 3.774
Fasting 1 13.44 13.44 F (1, 8 = P=0.6696
0.1962
Interaccion 1 495 .4 495.4 F (1, 8 = P=0.0275
7.230
CP CD206 Diet 1 257 257 F (1, 5 = P=0.0043
24.50
Fasting 1 277.2 277.2 F (1, 5 = P=0.0036
26.43
Interaccion 1 2615 261.5 F (1, 5 = P=0.0041
24.93
CX CD45 Diet 1 91785282 91785282 F (1, 10) = P=0.3510
0.9569
Fasting 1 2738111400 2738111400 F (1, 10) = P=0.0003
28.55
Interaccion 1 106315393 106315393 F (1, 10) = P=0.3172
1.108
CX Diet 1 77.87 77.87 F (1, 9) = P=0.0362
MACROFAGOS 6.049
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3.107

F (1,
14.43

F (1,
71.747

F (1,
5.062

F (1,
21.07

F (@,
32.87

F (1,
27.40

9)

9)

9)

9)

9)

8)

8)

8)

8)

8)

8)

P=0.1492

P=0.0571

P=0.1195

P=0.0185

P=0.1118

P=0.0052

P=0.0238

P=0.0546

P=0.0018

P=0.0004

P=0.0008



Tabla 12. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta

CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 42.

MODELO FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR VALOR
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DEF AJUSTADO
DEP

CXBIP Diet 30.26 30.26 F (1, 28) P<0.0001
=94.21

Fasting 0.01361 0.01361 F (1, 28) P=0.8384
0.04238

Interaccién 0.6612 0.6612 F (1, 28) P=0.1624
=2.058

CX ATF6 Diet 6.57 6.57 F (1, 28) P<0.0001
=43.48

Fasting 1.378 1.378 F (1, 28) P=0.0054
=9.118

Interaccion 2.622 2.622 F (1, 28) P=0.0003
=17.35

CX INK Diet 49.35 49.35 F (1, 28) P<0.0001
=131.3

Fasting 5.814 5.814 F (1, 28) P=0.0005
=15.46

Interaccién 16.33 16.33 F (1, 28) P<0.0001
=43.43

HPP BIP Diet 42.16 42.16 F (1, 28) P<0.0001
=80.45

Fasting 0.8878 0.8878 F (1, 28) P=0.2037
=1.694

Interaccion 1.324 1.324 F (1, 28) P=0.1231
=2.527
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HPPATF6

HPP JNK

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

23.41

0.5382

4.523

39.96

0.6844

64.18

23.41

0.5382

4.523

39.96

0.6844

64.18

F (1, 28)

=49.33

F (1, 28)

=1.134

F (1, 28)

=9.530

F (1, 28)

=84.62

F (1, 28)

=1.449

F (L, 28)

=135.9

P<0.0001

P=0.2960

P=0.0045

P<0.0001

P=0.2387

P<0.0001

Tabla 13. Resultados del analisis de ANOVA dos vias para programacion materna con dieta

CAF y Ayuno Intermitente de dia alterno correspondiente a Figura 43.

MODEL FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA VALORDEF VALOR
VARIACION DE CUADRADOS CUADRADOS AJUSTADO
LIBERTAD DEP
RSA RAMAS Diet 1 960 960 F (1, 18) P=0.0002
20.86
Fasting 1 478.6 478.6 F (1, 18) P=0.0047
10.40
Interaccion 1 552.8 552.8 F (1, 18) P=0.0028
12.01
RSA PUNTOS | Diet 1 200.8 200.8 F (1, 18) P=0.0008
FINALES 16.04
Fasting 1 143.7 143.7 F (1, 18) P=0.0033
11.48
Interaccion 1 99.3 99.3 F (1, 18) P=0.0114
7.932
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RSA UNIONES

RSG RAMAS

RSG PUNTOS

FINALES

RSG UNIONES

CAl1 RAMAS

127

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

247.3

107.2

132.8

684

3459

77.33

218.2

623.7

26.81

159.7

890.8

12.27

48.05

414

966.1

247.3

107.2

132.8

684

3459

77.33

218.2

623.7

26.81

159.7

890.8

12.27

48.05

414

966.1

F (1,
19.95

F (1,
8.648

F @
10.71

F (@
9.819

F (1,
49.66

F (1,
1.110

F (1,
11.06

F (1,
31.62

F (1,
1.359

F (1,
9.835

F (1,
54.84

F (1,
0.7552

F (1,
0.4374

F (1,
3.769

F (1,
8.794

18)

18)

18)

17)

17)

17)

17)

17)

17)

17)

17)

17)

16)

16)

16)

P=0.0003

P=0.0087

P=0.0042

P=0.0061

P<0.0001

P=0.3068

P=0.0040

P<0.0001

P=0.2598

P=0.0060

P<0.0001

P=0.3969

P=0.5178

P=0.0700

P=0.0091



CAl PUNTOS
FINALES

CA1 UNIONES

CA2 RAMAS

CA2 PUNTOS

FINALES

CA2 UNIONES
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Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

0.1449

102.5

238.9

6.9

112.8

210.4

294.6

490.8

330.3

124

124

101.3

61

124

63.81

0.1449

102.5

238.9

6.9

112.8

210.4

294.6

490.8

330.3

124

124

101.3

61

124

63.81

F (1, 17)
0.006421

F @ 17)
4.543

F (1, 17)
10.58

F (1, 17)
0.2605

F @, 17)
4.259

F @, 17)
7.942

F @1, 21)
4.404

F @1, 21)
7.337

F 1, 21)
4.938

F (1, 21)
8.532

F 1, 21)
8.532

F (1, 21)
6.973

F @ 21)
3.472

F (1, 21)
7.060

F (1, 21)
3.633

P=0.9371

P=0.0479

P=0.0047

P=0.6163

P=0.0547

P=0.0118

P=0.0481

P=0.0132

P=0.0374

P=0.0082

P=0.0082

P=0.0153

P=0.0764

P=0.0147

P=0.0704



CA3 RAMAS

CA3
ENDPOINTS

CA3 UNIONES

DG RAMAS

DG PUNTOS
FINALES

129

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

Diet

Fasting

Interaccion

695.6

154.5

10.67

149.6

44.27

3.506

136.3

47.51

4.459

314.5

500.7

32.13

68.68

144

3.204

695.6

1545

10.67

149.6

44.27

3.506

136.3

47.51

4.459

314.5

500.7

32.13

68.68

144

3.204

F (1,
9.395

F (1,
2.087

F @
0.1441

F (@
10.26

F (1,
3.036

F (1,
0.2405

F (1,
6.169

F (1,
2.151

F (1,
0.2018

F (1,
10.66

F (1,
16.97

F (1,
1.089

F (1,
9.390

F @,
19.69

F (1,
0.4381

19)

19)

19)

19)

19)

19)

19)

19)

19)

18)

18)

18)

18)

18)

18)

P=0.0064

P=0.1649

P=0.7084

P=0.0047

P=0.0976

P=0.6295

P=0.0225

P=0.1589

P=0.6583

P=0.0043

P=0.0006

P=0.3105

P=0.0067

P=0.0003

P=0.5164



DG UNIONES | Diet 1 73 73 F (1, 19) = P=0.0074
8.979

Fasting 1 108.6 108.6 F (1, 19) = P=0.0017
13.36

Interaccion 1 8.449 8.449 F (1, 19) = P=0.3208
1.039
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8. Discusion

En este estudio, hemos avanzado en la comprension dell papel del ayuno intermitente en la
plasticidad de las microglias y su impacto en el comportamiento social y de ansiedad en la
descendencia de ratones programados con una dieta CAF durante la gestacion y lactancia.
Descubrimos que el AIDA mejora la sociabilidad en la descendencia de ratones expuestos
prenatalmente a la dieta CAF. Ademas, observamos que el AIDA promueve un aumento
significativo en el nimero de células de la microglia, especialmente aquellas que expresan el
marcador CD206+ en el Hpp de la descendencia expuesta a la dieta CAF. Es notable que el
AIDA increment6 el numero de ramas, puntos finales y ramificaciones de la microglia en el

hipocampo CALl y giro dentado de estos ratones.

A nivel molecular, el AIDA redujo la expresion de la via ATF6/p-JNK en la Cx y el Hpp de la
descendencia expuesta a la dieta CAF. Sin embargo, no se observo efecto sobre BIP, ya que
esta se expresa como mecanismo regulador ante el estrés en el reticulo, y se ha vinculado con
efecto antinflamatorio, por lo que el efecto del AIDA probablemente se encuentre rio debajo
de la sefalizacion entre esta ATF6 y JNK (Panayi & Corrigall, 2008; J. Shen et al., 2002).
Observamos que la complejidad de la microglia cambia con efecto de grupo y tratamiento,
ademas de la region cerebral, observando una disminucién de complejidad en CAF + AIDA en
RSA, pero aumento de la misma en RSG, o aumento en CAl y Giro dentado, pero con
tendencia a disminuir en CA3, o sin efecto en CA2. Una vez realizado el modelado bioldgico
confirmamos que el tiempo de interaccion social se asocia esta inversamente relacionado con
la ramificacion en la Cx, mientras que un aumento en la ramificacion de la microglia en corteza
se asocia con una mayor sociabilidad, en giro dentado observamos lo contrario, a menor
complejidad mas sociabilidad. Estos resultados subrayan el papel del AIDA en la plasticidad y
proliferacion de la microglia en el Hpp, lo que puede mejorar el comportamiento social en la

descendencia masculina expuesta prenatalmente a la dieta CAF.

Se ha demostrado que la programacién materna inducida por dietas con alto contenido
energético establece una predisposicion a comportamientos aberrantes en la descendencia,
incluyendo adiccion (Camacho et al., 2017; Cruz-carrillo et al., 2020; Montalvo-Martinez,
Cruz-Carrillo, Maldonado-Ruiz, Céardenas-Tueme, et al., 2022; Montalvo-Martinez, Cruz-
Carrillo, Maldonado-Ruiz, Trujillo-Villarreal, et al., 2022), depresion (Cinquina et al., 2020;
de la Garza et al., 2019; Trujillo-Villarreal et al., 2021), ansiedad (Cinquina et al., 2020; de la
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Garza et al., 2019; Thompson et al., 2017) y comportamientos relacionados con el TEA
(Maldonado-Ruiz et al., 2022a). En este estudio, evaluamos el efecto del ayuno intermitente
sobre el comportamiento social en la descendencia expuesta a dieta CAF durante la gestacion.
La progenie de madres alimentadas con dieta CAF mostro resistencia a la pérdida de peso
cuando fue sometida al protocolo de ayuno intermitente durante las 5 semanas. Se ha
demostrado que el ayuno de dia alterno modula diversos marcadores metabolicos y facilita la
pérdida de peso en comparacion con otros protocolos de ayuno, debido al aumento en la
lipdlisis durante los periodos de restriccion alimenticia. Esta resistencia a la pérdida de peso se
ha reportado en humanos y estd asociada con la acumulacion de triacilgliceroles en los
adipocitos (Muir et al., 2017) y el aumento de balsas lipidicas debido a la expresion de

perileplinas 2 (PLIN2) en tejido adiposo e higado (McManaman et al., 2013).

Confirmamos que la AIDA durante 5 semanas aument6 los niveles plasmaticos de BHB en la
descendencia expuesta prenatalmente a dietas Control o CAF. Sin embargo, no encontramos
cambios en los niveles de BHB en la Cx, ni en el Hpp. Estudios previos han mostrado que el
ayuno de dos a tres dias aumenta la concentracion de BHB en el 16bulo occipital en humanos
(Pan et al., 2000) y eleva los niveles de BHB en la corteza en modelos inducidos por estrés
agudo (Son et al., 2021) y durante la reperfusién tras isquemia transitoria (Lehto et al., 2022).
Ademas, la administracion exdgena de BHB acumula altas concentraciones en el hipocampo
(X. Wang et al., 2020). En nuestro estudio, la falta de cambios en los niveles de BHB en la
corteza y el hipocampo durante el AIDA podria atribuirse a la degradacion del BHB por las
células nerviosas (Achanta & Rae, 2017; LaManna et al., 2009; A.-L. Lin et al., 2015; Pan et al., 2002;
White et al., 2021). Ya que se ha reportado que, en condiciones de cetosis, el consumo de glucosa

en la corteza y el cerebelo se reduce y se favorece el consumo de BHB (LaManna et al., 2009).

Nuestro modelado bioldgico sugiere que el AIDA en la progenie expuesta a la dieta CAF
disminuyé el tiempo pasado en las esquinas (indicador de comportamiento ansioso) y aumentd
la sociabilidad. Este modelo sugiere que la disminucion del tiempo que los descendientes de
CAF pasaron en las esquinas se asocia con una menor acumulacion de BHB en la Cx y el Hpp.
Curiosamente, observamos el efecto opuesto durante el ayuno intermitente, donde una mayor
acumulacién de BHB en plasma se asoci6 con una mayor sociabilidad y menor tiempo en las
esquinas. De hecho, la administracion crénica de BHB en ratas muestra efectos ansioliticos
(Arietal., 2016), mejora la sociabilidad en ratones CD57BI/6 (Kraeuter et al., 2020) e invierte

el déficit cognitivo al restablecer el flujo sanguineo hipocampal (Z. Wang et al., 2023). En
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consecuencia, una dieta cetogénica en ratones aumentd los niveles plasmaticos de BHB y

mejoro la sociabilidad (Leclercq et al., 2020).

Investigaciones recientes muestran que el BHB, junto con el ayuno intermitente, podrian
modular varias redes fisioldgicas que mejoran la interaccion social. Por ejemplo, el BHB puede
inhibir el inflamosoma receptor 109A (GPR109a) acoplado a proteinas G (Jayashankar et al.,
2023a), promover la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en el
hipocampo (E. Hu et al., 2020), normalmente disminuida en individuos con interaccion social
y ansiedad defectuosas (Lucon-Xiccato et al., 2023) y modular el ecosistema de microbiota (X.
Hu et al., 2023), la que se encuentra estrechamente relacionada con la sociabilidad a través del
eje hipotalamo-pituitario-suprarrenal (HPA) (Wu et al., 2021). Estos hallazgos sugieren que la
AIDA aumenta el BHB en plasma y potencialmente en el cerebro, lo que mejora la sociabilidad
y disminuye la ansiedad en ratones expuestos prenatalmente a dietas de alta energia. Esto
subraya que la concentracion de BHB cerebral depende de factores como la localizacion
anatomica, las condiciones patologicas u homeostaticas, la duracion de los protocolos de ayuno

y las dietas.

Un hallazgo clave de nuestro estudio es que el AIDA modula las poblaciones y la morfologia
de las microglias. El ayuno intermitente ha demostrado ser efectivo para reducir las citocinas
proinflamatorias (Ciaffi et al., 2021; Lavin et al., 2011; Traba et al., 2017), promover la
polarizacion de los macréfagos al fenotipo M2 (C. Huang et al., 2022) e inhibir la activacion
reactiva de la microglia in vitro (Polito et al., 2023). Previamente se informé que la
descendencia expuesta a la dieta CAF durante la gestacion y lactancia desarrollé defectos en la
sociabilidad, los cuales se correlaciona con microglia activa en la corteza somatosensorial
(Maldonado-Ruiz et al., 2022). En este estudio, investigamos si la AIDA puede disminuir la
activacién microglial y mejorar la sociabilidad en la descendencia. Observamos un aumento en
la poblacién de microglias CD206+ en el plexo coroideo (PC) de la descendencia control
expuesta a AIDA. También identificamos un aumento en la poblacion de microglias CD206+
en el hipocampo, una region subcortical estrechamente relacionada con el establecimiento y

mantenimiento de la sociabilidad (Rubin et al., 2014).

El marcador CD206 se ha expresado principalmente en microglia con perfil antiinflamatorio o
reparador (Hellstrom Erkenstam et al., 2016; Y. Zhang et al., 2023). Estas microglias

reparadoras, conocidas historicamente como fenotipo M2, muestran un aumento en el nimero

133



de ramas, lo cual estd asociado con su respuesta a los cambios ambientales o desafios
patogénicos para restablecer la vigilancia dentro del parénquima cerebral (Lier et al., 2021).
Nuestros datos inmunohistoquimicos confirmaron un aumento en el nimero de ramas, puntos
finales y uniones de microglia en el giro dentado de la descendencia sometida a AIDA. Segun
nuestros modelos biologicos, la mayor complejidad y ramificacion en la descendencia de CAF
en la corteza retroesplenial se asocia con una menor interaccion social, mientras que la
exposicion de los descendientes de CAF a AIDA mostrd una mayor ramificacion en el giro
dentado, lo cual se asocia con una mayor interaccion social. Estudios previos sugieren que la
ramificacion de la microglia puede estar relacionada con su estado de activacion y capacidad
para restaurar la homeostasis durante estimulos neuroinflamatorios o condiciones patogénicas
(Cai et al., 2022). Por ejemplo, un aumento en el nimero de ramas y uniones de microglias en
la corteza prefrontal estd asociado con alteraciones del funcionamiento espacial y la memoria
en ratas (Hinwood et al., 2012). También se ha reportado que un aumento en el nimero de
ramas y uniones de la microglia en el férnix se asocia con el deterioro cognitivo en ratones
(Cérdenas-Tueme et al., 2022).

Otros estudios han documentado que la microglia ramificada en el CA3 y el giro dentado del
hipocampo en ratones promueve efectos neuroprotectores (Vidal-Itriago et al., 2022). Ademas,
un estudio en ratas tratadas con electroacupuntura mostré que la microglia ramificada, que se
asemeja a un "fenotipo M2" en el hipocampo CA1, mejord el comportamiento espacial y la
actividad en estas ratas (Xie et al., 2021). De manera similar, los ratones sometidos a Estrés de
Restriccion Cronica (SRC) mostraron sumision social acompafiada de un aumento en las
células microgliales CD206+ y una disminucion en la ramificacion de la microglia (Piirainen
et al., 2021). Por el contrario, una disminucion en las poblaciones de microglias CD206+
codificadas para comportamiento similar a la ansiedad (Z. Li et al., 2014). Esta evidencia
sugiere que la plasticidad regional de la microglia en el cerebro esté relacionada con la mejora
del comportamiento. Nuestros datos indican que la AIDA mejora la sociabilidad en la
descendencia prenatalmente expuesta a la dieta CAF, correlacionandose con una acumulacion

de microglias CD206+ en el giro dentado del hipocampo.

Adicionalmente, el AIDA modula el estrés metabdlico intracelular a través de la via de
sefializacion ATF6/pJNK (Bideyan et al., 2021; Vernia et al., 2013), lo que podria influir en la
polarizacion del fenotipo macréfago M1 y en la inflamacion metabdlica (Solinas & Becattini,

2017). La sefalizacion Bip/TF6 integra la Respuesta Proteica Desplegada (UPR) para mantener
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el equilibrio del plegamiento proteico en el reticulo endoplasmico (RE). La UPR se activa
cuando las proteinas mal plegadas se acumulan en el RE, desencadenando el estrés del reticulo
y la inflamacion metabdlica a través de la via Bip/ ATF6/ JNK. Tanto nuestros estudios como
otros han demostrado que roedores expuestos a dietas de alta energia desarrollan
neuroinflamacidén metabdlica y estrés en el RE en el hipotalamo (Belegri et al., 2017; Camacho
et al., 2012; Delint-Ramirez et al., 2015; Diaz et al., 2015; Guaraldi & Shea, 2018). Estudios in vivo
e in vitro han mostrado que el consumo de una dieta alta en grasas (HFD) y &cidos grasos
saturados, como el palmitato, activa el estrés en el RE y promueve la neuroinflamacion en el
hipotalamo y el hipocampo, mediada por JINK (Nakandakari et al., 2019; Nogueiras & Sabio,
2021). Ademas, las madres alimentadas con dietas obesogénicas durante la gestacion producen
descendencia con un aumento en la sefializacion de JINK en el hipotadlamo (N. Chen etal., 2021,
Fisher et al., 2012; Park et al., 2020; Westermeier et al., 2014).

Nuestros resultados también mostraron que el AIDA revirtié el aumento del estrés en el
remediado por la sefializacion BATF6/JNK en la Cx y el Hpp de la descendencia CAF.
Ademas, el AIDA redujo el estrés oxidativo en la corteza y el hipocampo, mejoré la memoria
y el aprendizaje (L. Li et al., 2013), y disminuy0 la sefializacion de JNK en ratones acelerados
por senescencia P8 (SAMP8) (Tajes et al., 2010). Esta evidencia demuestra que el ayuno
intermitente reduce la inflamacidn al inducir cambios en el perfil inmune y al disminuir la via
de sefializacion ATF6/IJNK en las regiones cerebrales de ratones expuestos prenatalmente a la
dieta CAF.

Finalmente, nuestro modelado bioldégico confirmd que un mayor tiempo de interacciones
sociales en la descendencia control se asocié con un menor nimero de puntos finales en la
microglia de la corteza retroesplenial granular (RSC). Proponemos que una mayor complejidad
microglial en la corteza se asocia con alteraciones en el trabajo espacial, la memoria y el estrés
cronico (Hinwood et al., 2012, 2013). Se observaron interacciones selectivas entre patrones
morfologicos de microglia en la Cx y el Hpp. Por ejemplo, un mayor tiempo de interaccion
social se asocié con un aumento de la complejidad de la microglia en la corteza cerebral de la
descendencia de CAF, mientras que la exposicion a AIDA en la descendencia se asocio con
una menor ramificacion en el giro dentado, correlacionandose con una mayor sociabilidad.
Estudios previos han confirmado que la complejidad de la microglia en el giro dentado
promueve los efectos neuroprotectores (Vidal-ltriago et al., 2022). Se espera que la
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complejidad se asocie a una microglia con ramificacion mas corta, similar a un estado activado,

lo que esté relacionado con la neuroinflamacion.
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9. Conclusiones

Nuestro estudio confirma que el AIDA mejora la sociabilidad en la descendencia de hembras
expuestas a una dieta de cafeteria durante gestacion y lactancia. Proporcionamos evidencia
que apoya la nocién de que el AIDA mejora la conducta semejante al TEA diminuyendo la
ansiedad y promoviendo la interaccion social, aumenta en el porcentaje de la microglia
CD206+ en el Hpp, atenda la neuroinflamacion y estres del reticulo a traves de las via ATF6 y
p-JNK en la Cxy el Hpp, y 4) modula la complejidad de la microglia en Cx e Hpp, donde existe
una relacion de que a una menor ramificacion de la microglia en la Giro dentado y un aumento

en la complejidad de la microglia en la corteza RSA existe una mayor interaccion social.

El presente estudio subraya la relevancia de la modulacion de los fenotipos de la microglia y
la plasticidad inducida por el AIDA durante los periodos criticos de desarrollo que favorecen
las interacciones sociales. Estos hallazgos sugieren que el AIDA podria representar una

estrategia prometedora para el tratamiento futuro de trastornos psiquiatricos como el TEA.
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