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Alteraciones sexo-especificas en sociabilidad
v neuroinflamacion en un

modelo en raton de autismo

El autismo es un desorden del desarrollo neural caracterizado por
impedimentos en la interaccidn social, habilidades comunicativas reducidas y la
presencia de comportamientos estereotipados o repetitivos. Estos sintomas
tipicamente aparecen durante los primeros afios de vida, y pueden afectar hasta a 1
en 38 nifios, con una incidencia entre tres y cuatro veces mayor en varones que en
mujeres. Actualmente no se conoce una unica causa del desorden, sino que se
proponen multiples agentes etioldgicos. Estudios postmortem realizados en humanos
han establecido un nexo entre autismo y neuroinflamacion.

El objetivo general de esta tesis fue dilucidar el rol de la respuesta inflamatoria
del sistema nervioso central, particularmente la activacion glial, en el desarrollo del
autismo. Para ello utilizamos el modelo de administracién prenatal de Acido Valproico
(VPA) en raton. Encontramos que la exposicion al VPA produce una disminucion en la
sociabilidad de los ratones macho adultos, pero no asi de los ratones hembra.
Ademas, las hembras VPA presentan micro y astrogliosis en el cerebelo, y una
respuesta inflamatoria periférica exacerbada ante la administracion de un estimulo
inflamatorio. Sin embargo, dichas alteraciones no se encuentran presentes en los
machos.

Dado que los sintomas del autismo aparecen de manera temprana durante la
infancia, caracterizamos el estado inflamatorio periférico y central en el periodo
postnatal y evidenciamos signos de alteraciones gliales tempranas en cerebelo e
hipocampo entre el dia postnatal (P) 21 y P35. Con el fin de evaluar el efecto directo
de la inflamacién postnatal en los niveles de sociabilidad de los animales,

administramos un estimulo inflamatorio a lo largo de dicho periodo critico.



Observamos que la inflamacién postnatal afecta diferencialmente la interaccién social
en los ratones VPA, dependiendo del sexo de los mismos. Mientras las hembras ven
reducidos sus niveles de sociabilidad, los machos restauran sus niveles normales.

Al estudiar los mecanismos moleculares mediante los cuales se encuentra
actuando el VPA, encontramos una disminucion en los niveles de acetilacion de
histonas en el cerebelo de animales P14. Dado que este fendmeno precede al periodo
postnatal critico, sugerimos que las alteraciones neuroinflamatorias observadas en el
modelo podrian estar siendo guiadas por un mecanismo epigenético.

Los resultados aqui presentados evidencian efectos sexo-especificos del VPA
sobre la sociabilidad y el estado inflamatorio de los animales, tanto central como
periférico. Ademas, se demuestran efectos diferenciales de la inflamacién postnatal
sobre los comportamientos sociales de machos y hembras. Dado que la mayor parte
de la investigacion en modelos animales de autismo ha sido desarrollada en animales
macho, consideramos que este trabajo puede ayudar en la comprension de los
sintomas particulares observados en las nifias autistas, y adicionalmente aportar

evidencias sobre posibles mecanismos de resiliencia dentro de la poblacion femenina.

Palabras clave: autismo, neuroinflamacién, acido valproico, modelo animal,

sociabilidad, acetilacidon de histonas.



Sex-specific social and neuroinflammatory

alterations in a mouse model of autism

Autism is a neurodevelopmental disorder characterized by impediments in
social interaction, reduced communicative skills and the presence of stereotyped or
repetitive behaviors. These symptoms typically appear during the first years of
childhood, and can affect 1 in 38 children. Remarkably, incidence is three to four times
higher in boys than in girls. Although many factors have been implicated in this
disorder, the exact underlying causes are still unclear. Postmortem studies performed
in humans have established a link between autism and neuroinflammation.

The general aim of this thesis was to elucidate the role of the central nervous
system inflammatory response, glial activation in particular, in autism development. To
do this, we used the Valproic Acid (VPA) prenatal administration mouse model. We
found that VPA exposure produces decreased sociability in adult male mice, but not in
females. Besides, we have found that adult female mice show increased micro and
astroglial cell density in the cerebellum, and an exacerbated peripheral inflammatory
response upon the administration of an inflammatory stimulus. However, these
alterations are not present in male mice.

Given that autism symptoms appear early in childhood, we characterized the
peripheral and neuroinflammatory state along the postnatal period and found early
signs of glial activation in the cerebellum and hippocampus between postnatal day (P)
21 and P35. To further explore the direct effect of postnatal inflammation on sociability,
we administered an inflammatory stimulus during this critical period. We found that
eliciting postnatal inflammation produces distinct behavioral outcomes depending on
sex. While female mice show reduced sociability, male mice restore their normal social
levels.

When studying the molecular mechanisms behind VPA effects, we found a
decrease in histone acetylation levels in the cerebellum of P14 animals. Given that this

phenomenon precedes the postnatal critical period, we suggest that the



neuroinflammatory alterations present in our model could be guided by an epigenetic
mechanism.

The results presented here evidentiate VPA sex-specific effects on mice
sociability and on the peripheral and neuroinflammatory state. Additionally, we have
proven differential effects of postnatal inflammation on social behavior in male and
female VPA mice. Given that most of the research on animal models of autism has
been conducted in male subjects, we consider that this work could help understand the
particular symptoms observed in autistic girls, and also contribute with evidences of

possible resiliency mechanisms in the female population.

Keywords: autism, neuroinflammation, valproic acid, animal model, sociability, histone

acetylation.
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Introduccion General



1. Introduccion general

1.1 Trastornos del Espectro Autista (TEA)

El psiquiatra austriaco Leo Kanner sento6 las bases del estudio del autismo en
el ano 1943, cuando realizd una descripcion detallada de 11 nifios senalando las
particularidades del sindrome (Kanner, 1943). En la actualidad, a través del término
“autismo” usualmente se hace referencia a un grupo de desdrdenes denominados
Trastornos del Espectro Autista (TEA), que segun el Manual Estadistico de
Diagnostico (DSM) - 5 se encuentran catalogados dentro de los Trastornos del
Neurodesarrollo.

El autismo es un desorden severo del desarrollo neural que se encuentra
principalmente caracterizado por un impedimento sostenido en la interaccion social,
reduccién en las habilidades de comunicacién verbal y no verbal, y por la presencia de
patrones estereotipados o restrictivos en el comportamiento y en los intereses
(Chakrabarti y Fombonne, 2005; Fombonne, 2005). Estos sintomas pueden
combinarse de maneras altamente variables, aparecen tipicamente dentro de los
primeros afos de vida y el sindrome se manifiesta completamente a alrededor de los 4
afos de edad (American Psychiatric Association, 2000; World Health Organization,
1994).

En el afno 2009 el autismo afectaba a 1 de cada 100-200 nifios nacidos
(Baron-Cohen et al., 2009; Centers for Disease Control and Prevention, 2009),
dependiendo del pais de nacimiento. Sin embargo, en afos recientes el nimero de
nifios diagnosticados ha ido en aumento, llegando a valores de hasta 1 en 38 (Kim et
al., 2011; Zablotsky et al., 2015), y convirtiéndola en una de las enfermedades con
mas alta incidencia en nifios en los paises desarrollados. Es importante remarcar que
estos reportes indican que la incidencia es entre tres y cuatro veces mayor en nifios
que en nifAas.

Se debate si este aumento en la prevalencia se debe a un aumento en la
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frecuencia del desorden o a un mejoramiento en el diagndstico debido a la mayor
conciencia sobre la enfermedad, pudiendo llegar también a estar teniendo lugar un
sobre-diagnostico (Fombonne, 2008; Wing y Potter, 2002). Sin embargo, los estudios
mas conservadores concluyen que existe un aumento real, aunque tal vez menor al
reportado. Aunque las terapias de estimulacion temprana han resultado en el
mejoramiento de algunos de los sintomas del autismo, no existen tratamientos
médicos para este desorden. Una de las principales causas para la falta de desarrollo
de tratamientos eficientes es lo poco que se conoce acerca de la etiologia y

neuropatologia de la enfermedad.

1.2 Etiologia

Los TEA son clinicamente heterogéneos, y en alrededor del 10% de los
pacientes pueden estar asociados con desérdenes genéticos y neuroldgicos tales
como los sindromes de Rett, Down y del Fragil X, o la Esclerosis Tuberosa. Sin
embargo, en la mayor parte de los pacientes las causas son desconocidas y no se ha
podido identificar un Unico mecanismo patofisiolégico como causa de la enfermedad
(Pardo y Eberhart, 2007).

Si bien diversas evidencias sugieren fuertemente un componente heredable en
la etiologia del autismo, los estudios orientados a vincular mutaciones individuales con
el autismo han fracasado (Wassink et al., 2004). En cambio, hoy existe consenso
acerca de la existencia de una multiplicidad de genes que confieren susceptibilidad y
que estan influenciados tanto por sus interacciones con otros genes como por
interacciones con el ambiente. Asi, varios estudios han proporcionado evidencias que
sugieren que los TEA son desordenes bioldgicos con etiologias genéticas y no
genéticas, provocados por un proceso patofisioldgico que surge de la interaccién de un
perjuicio ambiental con una predisposicidn genética a la enfermedad.

En resumen, entre los distintos agentes que contribuyen a la etiologia de este

desorden se encuentran factores ambientales, genéticos y epigenéticos (Persico y
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Bourgeron, 2006); pero mas importante aun parecen ser las interacciones que puedan

surgir entre todos ellos.

1.2.1 Factores genéticos

Si bien ha sido mencionado que los estudios dirigidos a encontrar causas
genéticas simples han fracasado, existen evidencias que sugieren que el desorden es
heredable. Mientras que la tasa de concordancia para personas con TEA reportada a
partir de poblaciones de gemelos dicigéticos (mellizos) varia entre el 0y el 37%, la de
los gemelos monocigéticos varia entre el 44 al 91% (Steffenburg et al., 1989; Bailey et
al., 1995; Constantino y Todd, 2000; Kates et al., 2004). Sumado a la heredabilidad
observada en los gemelos, el riesgo de que un hermano de un paciente con TEA
desarrolle también el desorden es 25 veces mayor que para la poblacion general
(Jorde et al., 1991). Todo esto sugiere que la composicion genética puede contribuir
como un factor de riesgo para el desarrollo del desorden.

Sin embargo serian multiples genes los involucrados, y estos a su vez variarian
entre individuos y grupos familiares. Hoy en dia se cuenta con una amplia lista de
genes candidatos asociados a los TEA, generada a través de estudios de asociacion
genética, deteccion de variacion del nimero de copias y analisis de polimorfismos de
nucleotidos simples (SNP) (Abrahams y Geschwind, 2008). Entre ellos podemos
mencionar RELN (Skaar et al., 2004), SHANKS3 (Moessner et al., 2007), NLGN3 y
NLGN4X (Jamain et al., 2003), MET (Campbell et al., 2008), GABRB3 (Buxbaum et al.,
2002), OXTR (Wu et al., 2005), MeCP2 -responsable del sindrome de Rett- (Swanberg
et al.,, 2008), FMR1 -responsable del sindrome de fragil X- (Belmonte y Bourgeron,
2006), y TSC1 o TSC2 -responsables de la esclerosis tuberosa- (Wiznitzer, 2004).
Entre los genes candidatos, varios desempefian roles en el funcionamiento
inmunolégico, como por ejemplo en la regulacién de la interleuquina (IL) 12,
produccion de células mieloides y cambios del fenotipo de macréfagos de perfil M1 al
perfil M2 (Fukao et al., 2002).

No obstante, la combinacion de todos los factores genéticos mencionados sélo
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puede explicar entre el 10 y el 20% de los casos de TEA (Abrahams y Geschwind,
2008). Esto, sumado a que varios de los factores de riesgo genético pueden hallarse
también en individuos que no padecen TEA, sugiere que la composicién genética
puede aumentar el riesgo de desarrollar el desorden, pero que se requiere de factores

de riesgo adicionales para que se produzca su manifestacion.

1.2.2 Factores ambientales

En la seccion anterior hemos hecho mencién a varios trabajos que sugieren la
existencia de un componente heredable como causa del autismo. Sin embargo, un
amplio estudio realizado con gemelos sugiere que la heredabilidad juega un rol
relativamente pequefio, y se centra en el rol fundamental del ambiente pre y postnatal
compartido (Hallmayer, 2011). Teniendo en cuenta que los primeros sintomas del
autismo surgen al final del primer afio de vida, y que los gemelos comparten el
ambiente durante este periodo, algunos de los factores ambientales podrian estar
impactando durante un periodo critico sobre un contexto genético susceptible a
desarrollar TEA.

En esta linea, recientemente se han aumentado los esfuerzos en favor del
estudio de los factores ambientales que contribuyen a la etiologia de los TEA (Berg,
2009), y como estos factores pueden interactuar con ciertos alelos durante un periodo
critico del desarrollo. Asi han sido postulados diversos factores ambientales en la
patogénesis del autismo. Estudios epidemioldgicos sugieren un aumento en la tasa de
esta enfermedad en regiones geograficas particulares (Gillberg, 1983), asociado a la
edad de los padres (Gardener et al., 2009), al bajo peso al nacer (Schendel y Bhasin,
2008), a nacimientos multiples (Hallmayer et al., 2002), a nacimientos en determinadas
estaciones (Stevens et al., 2000), y relacionado con factores virales y/o inmunolégicos
(Licinio et al., 2002; Singh, 1996).

Al mismo tiempo, se han propuesto una gran variedad de factores o

contaminantes ambientales como agentes etioldgicos, como por ejemplo metales
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pesados -plomo, mercurio, cadmio y arsénico (Landrigan, 2010)-, insecticidas (Roberts
et al., 2007), ftalatos utilizados en plasticos y cosméticos (Larsson et al., 2009), y
productos de limpieza como jabones antibacterianos (Becker, 2007).

La exposicion in utero a agentes teratogénicos como la talidomida, un
medicamento contra las nauseas utilizado por mujeres embarazadas entre 1957 y
1962, también ha sido sefialado como factor de riesgo (Moore et al., 2000; Stromland
et al., 2008). Un estudio revel6 que alrededor del 30% de los nifilos expuestos a
talidomida entre los dias 20 y 24 de gestacion desarrollaron TEA (Stromland y Miller,
1993; Stromland et al., 1994). Este es el momento en que se producen el cierre del
tubo neural y el desarrollo de las primeras neuronas.

En esta misma linea, otro de los agentes medioambientales mas estudiados
como factor de riesgo es el acido valproico (VPA). El VPA es un acido graso utilizado
como medicina anticonvulsiva y estabilizador del humor, principalmente como
tratamiento para la epilepsia y el desorden bipolar. Al ser ingerido durante el primer
trimestre del embarazo puede ocasionar el lamado “sindrome de valproato fetal”. Este
sindrome se encuentra caracterizado por anormalidades fenotipicas en el rostro,
problemas de desarrollo y, ocasionalmente, anormalidades respiratorias vy
cardiovasculares, entre otras. Curiosamente, muchos de estos nifos también
presentan un fenotipo conductual similar al observado en el autismo, con problemas
en el habla y el lenguaje, intereses restringidos y comportamientos repetitivos, ademas
de una disminucion en la interaccion social (Williams et al., 2001). Esto sugiere una
conexion entre el desarrollo de los TEA y la exposicidn prenatal a este teratégeno.

El significativo aumento del riesgo de que nifios expuestos a VPA durante la
gestacion desarrollen posteriormente TEA fue confirmado en un estudio poblacional
realizado por Christensen et al. (2013). En este mismo estudio se sugieren
mecanismos de accién del VPA, como ser una posible interferencia en la funcion de
neurotransmisores, apoptosis neuronal, modificacion de la plasticidad, inhibicién de
deacetilasas de histonas e interrupcion del metabolismo del acido félico (Christensen
et al,, 2013).

Por otro lado, se ha mostrado la asociacién entre brotes de enfermedades

virales como la rubéola y un aumento en la incidencia de autismo (Hornig y Lipkin,
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2001; Patterson, 2008), asi como la exposicion prenatal a diferentes virus, incluido el
herpes simple (DeLong et al., 1981; Ghaziuddin et al., 1992; Gillberg 1986; Greer et
al., 1989), citomegalovirus (lvarsson et al., 1990; Markowitz 1983; Stubbs 1978),
viruela (Ring et al., 1997; Singh y Jensen 2003) y meningitis viral (Ring et al., 1997).
Adicionalmente, un amplio estudio mostr6 el aumento en la prevalencia de autismo en
nifos nacidos de madres expuestas a infecciones virales durante el primer trimestre de
embarazo, o a infecciones bacterianas durante el segundo (Atladottir et al., 2010).
Todo esto sugiere una base inmunoldgica o infecciosa en la etiologia y/o desarrollo de
la enfermedad (Hornig y Lipkin, 2001). En particular, la infeccién viral materna ha sido
citada como la principal causa no-genética del autismo (Ciaranello y Ciaranello, 1995).

Ante una infeccion materna, la respuesta inflamatoria desencadenada podria
inducir inflamacién en la placenta e incluso en el feto (Stolp y Dziegielewska, 2009).
Sin embargo, esto podria ocurrir también por la accion de factores medioambientales,
como la exposicion a una determinada sustancia, o debido a alteraciones genéticas.

Hoy en dia es sabido que el sistema inmune puede afectar el funcionamiento
del sistema nervioso central (SNC), y que éste puede a su vez regular la funcién
inmune tanto mediante vias neuronales como hormonales (revisado en Besedovsky y
Rey, 2007). Ademas, en el caso de desérdenes del desarrollo neural, como es el caso
de los TEA, el sistema inmune podria estar afectando no sélo el funcionamiento del
SNC sino también su desarrollo, resultando en alteraciones a largo plazo que den
cuenta de los sintomas del desorden (revisado en Patterson, 2002).

Dado que los TEA son un grupo de desordenes extremadamente
heterogéneos, podriamos relacionar este hecho directamente con la gran diversidad
de factores ambientales de riesgo aqui mencionados. No obstante, mas alla de la
diversidad de potenciales factores etioldgicos, todos ellos podrian converger en un
mismo mecanismo subyacente, afectando por ejemplo las mismas vias de

sefalizacién y ocasionando asi los sintomas centrales de los TEA.
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1.3 Respuesta inmunoldgica

El sistema inmunolégico que poseen los mamiferos les permite defenderse de
agentes externos. Ante una lesién o tras la invasion de un patégeno es
desencadenada la respuesta inmune. En una primera instancia, patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) tales como lipopolisacaridos,
peptidoglicanos o acidos nucleicos, son reconocidos por receptores Toll (TLRs)
presentes en las células del sistema inmune innato, activando la expresion de
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Esta respuesta generalizada es
denominada inflamacion y se encuentra guiada por macréfagos, células dendriticas y
leucocitos, que son concentradas en el tejido infectado a través del torrente
sanguineo, creando un foco inflamatorio (Roitt, 1988). Ademas de aislar y eliminar al
agente infeccioso, se repara el tejido dafado, ya que se proveen factores de
crecimiento necesarios para iniciar este proceso (Simpson y Ross, 1972).

La segunda linea de defensa del organismo esta constituida por la respuesta
inmune adaptativa, dada por el reconocimiento especifico de antigenos por parte de
los linfocitos T y B. La capacidad de responder de manera especifica se mantiene a
través del tiempo gracias a las células de memoria, quienes permiten una rapida
eliminacion del patégeno ante una segunda infeccion.

Tras la eliminacion del patégeno y la reparacion de los tejidos, las respuestas
inflamatorias suelen extinguirse. Sin embargo, si el estimulo persiste en el tiempo, o
ante una desregulacién de la respuesta, la inflamacién puede tornarse crénica o llevar
a una enfermedad autoinmune, con efectos nocivos para el organismo.

Ambas respuestas no son independientes entre si, sino que se encuentran
acopladas. Por un lado, los macréfagos y células dendriticas son quienes actiuan como
células presentadoras de antigenos a los linfocitos T; y, ademas, las citoquinas
secretadas por las células de la inmunidad innata pueden activar la respuesta
adaptativa (Medzhitov y Janeway, 2000). Estas moléculas son los principales

mediadores en respuestas inmunoldgicas e inflamatorias.
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1.3.1 Citoquinas

Bajo este término suelen agruparse un variado nimero de proteinas de bajo
peso molecular (5-20 kDa), tales como quimioquinas, interferones e interleuquinas.
Estas moléculas son expresadas por una gran variedad de tipos celulares,
principalmente leucocitos, linfocitos y macréfagos, y participan en numerosos procesos
bioloégicos. Poseen la propiedad de pleiotropia, es decir que pueden presentar
multiples efectos sobre diferentes tipos celulares. Ademas, interactian entre si de
maneras complejas, ya que dependiendo de qué citoquinas se encuentren presentes
en el medio pueden darse efectos redundantes, sinérgicos, y antagonicos.

Las citoquinas son especialmente importantes en el sistema inmune, ya que
modulan el balance entre las respuestas humoral y celular; regulan la maduracion y
crecimiento de poblaciones celulares especificas y la reparacién tisular (Schmitz y
Chew, 2008). Sin embargo, estas moléculas y sus receptores son también expresados
en células del SNC como ser neuronas, células gliales y endoteliales, que pueden
secretarlas dentro del parénquima cerebral, junto con linfocitos y macrofagos
infiltrados desde la periferia, generando efectos sobre el funcionamiento y desarrollo

del cerebro (Hopkins y Rothwell, 1995).

1./, Neuroinflamacion

La entrada de células inmunes y sus mediadores al cerebro se encuentra
limitada por la presencia de la barrera hematoencefélica (BHE), una estructura
formada por uniones estrechas de células endoteliales alrededor de los capilares que
separa la sangre circulante del fluido extracelular cerebral.

Por esta razon se considerd durante mucho tiempo que el SNC contaba con un
estado de inmunoprivilegio: aislado de anticuerpos, células inmunes y sus moléculas

de senalizacion provenientes de la circulacion sistémica (Muldoon et al., 2013). Este
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concepto surgid principalmente por la aparente segregacion entre las respuestas
inmunes llevandose a cabo en el cerebro y en la periferia (Keane y Hickey, 1998;
Wilson et al., 2010; Engelhardt y Sorokin, 2009). La falta de células dendriticas
residentes capaces de activar una respuesta adaptativa, sumado al ambiente
antiinflamatorio del tejido neural, promueven procesos inmunoldgicos atenuados,
retrasados o incluso ausentes dentro del SNC (Ransohoff y Brown, 2012).
Actualmente, este concepto ha sido redefinido, debido a numerosas evidencias
que muestran la existencia de procesos inflamatorios e inmunoldgicos en el sistema
nervioso, regulados de manera estricta (Muldoon et al., 2013). Estas respuestas
pueden ser mediadas por células de inmunidad innata especificas del SNC, como los
astrocitos y las células microgliales. Estas células gliales también pueden interactuar

con células infiltradas del sistema inmune innato periférico.

1.4.1 Células gliales

Las células gliales primordiales aparecieron de manera temprana en la
evolucion. El desarrollo de masas neuronales compactas probablemente estimuld la
aparicion de células de soporte, capaces de controlar la homeostasis extracelular y
proveer sostén metabdlico. La evolucién de un sistema nervioso centralizado también
llevé a su aislamiento del resto del cuerpo a través de la BHE, formada en un primer
momento exclusivamente por células gliales. A su vez, el aumento del tamafo corporal
de los animales suscitdé la necesidad de un aumento en la velocidad de propagacion
eléctrica a través de los axones, para permitir la correcta comunicacién entre la
periferia y los érganos neurales centralizados. Esta presion de seleccién llevé a la
aparicion de la mielina, provista por los oligodendrocitos y las células de Schwann. La
aparicion evolutiva de estas células determiné el ulterior desarrollo del SNC. Por otro
lado, ademas, el aislamiento del tejido nervioso requirié su propio mecanismo de
defensa: células inmunes de los bivalvos, crustaceos e insectos invadieron el ganglio

neural formando la microglia ancestral (Kettenmann y Verkhratsky, 2013).
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Las células gliales fueron originalmente descritas como tejido conectivo
(Virchow, 1858) y pueden clasificarse en macroglia, células de origen embrionario
ectodérmico al igual que las neuronas; y la microglia, células de origen mieloide
(mesodérmico). La neuroglia ha alcanzado su maximo desarrollo en los mamiferos,
incrementando tanto su numero como su complejidad. Estas células cumplen
importantes roles en el funcionamiento neuronal y la homeostasis, ademas de
participar en los procesos inflamatorios e inmunolégicos del sistema nervioso. Se
encuentran involucradas en diversos fendmenos tales como la organizacion cortical, el
guiado neuroaxonal, y la plasticidad sinaptica (Fields y Stevens-Graham, 2002).

Dado que las células neurogliales tienen roles tanto en la respuesta inmune
como en el funcionamiento neuronal, podemos concluir que ante un estado
neuroinflamatorio pueden producir grandes modificaciones sinapticas y neuronales,

que posteriormente afectaran el comportamiento y los procesos cognitivos.

Figura 1.1 - Primeras representaciones de células neurogliales. (A) Astrocitos
protoplasmicos en la materia gris tefiidos y esquematizados por Camilo Golgi (Golgi,
1883). (B) Esquemas de Pio del Rio-Hortega de los distintos tipos morfolégicos de las

células microgliales (Rio-Hortega del, 1919).
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1.4.1.1 Astrocitos

Los astrocitos son las células neurogliales mas numerosas y diversas del SNC,
presentando una marcada heterogeneidad en su morfologia y funcién fisiolégica,
dependiendo de la region cerebral en la que se encuentren. En general, son células
con forma de estrella, con numerosas prolongaciones citoplasmaticas con filamentos
intermedios, que forman el citoesqueleto. EI componente principal de estos filamentos
intermedios es la proteina acida fibrilar glial (GFAP), cuya expresion es comunmente
utilizada como un marcador especifico para identificar astrocitos. Dichos procesos se
encuentran involucrados en la estructuracion fisica del cerebro: poseen funcion
mecanica de sostén y actuan como armazén para la migracién celular durante el
desarrollo del sistema nervioso.

Dentro de los distintos tipos de astrocitos, existen algunos que presentan
mayor relevancia a los efectos de esta tesis. Los astrocitos protoplasmicos se
encuentran presentes en la materia gris, poseen procesos finos, elaborados y
complejos, con un promedio de 50 ym de largo. Estos procesos contactan los vasos
sanguineos, formando los pies perivasculares, y forman ademas multiples contactos
con neuronas (Kettenmann y Verkhratsky, 2013). Otro gran grupo de células
astrogliales lo conforma la glia radial, células bipolares con un cuerpo celular ovoide y
procesos elongados. Estas células son las primeras en desarrollarse de los
progenitores neurales durante el desarrollo del cerebro, sus fibras forman una matriz
que asiste a las nuevas neuronas en la migracion celular. El cerebelo contiene una glia
semi-radial especializada llamada glia de Bergmann; estas células presentan
pequenos somas y procesos que se extienden desde la capa de células de Purkinje
hacia la superficie pial. Estos son extremadamente elaborados y forman intimos
contactos con las sinapsis de las células de Purkinje (Kettenmann y Verkhratsky,
2013).

Las células astrogliales presentan variadas funciones, como ser construir la

micro-arquitectura del parénquima cerebral, almacenar vy distribuir sustratos
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energéticos y producir factores de crecimiento. Son responsables de mantener la
homeostasis extracelular: regulan la concentracion de iones, aminoacidos excitatorios,
neurotransmisores y metabolitos (Parpura y Verkhratsky, 2012; Nedergaard et al.,
2003; Alvarez-Buylla y Lim, 2004; Giaume et al., 2007; Wang y Bordey, 2008;
Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). Participan también en el control de la conectividad
de los circuitos neuronales: la astroglia regula la formacion, maduracion,
mantenimiento y estabilidad de las sinapsis a través de distintos mecanismos. Por
ejemplo, el colesterol es un factor determinante en la formacion de nuevas sinapsis, y
es producido y secretado por astrocitos. Ademas, expresan proteinas especificas
esenciales para la sinaptogénesis, pueden controlar la densidad de receptores
postsinapticos, como asi también eliminar sinapsis a través de la secrecién de factores
y enzimas proteoliticas que destruyen la matriz extracelular, reduciendo la estabilidad
del contacto sinaptico (Kettenmann y Verkhratsky, 2013).

Por ultimo, los astrocitos también pueden afectar procesos de plasticidad de los
circuitos neuronales, ya que las membranas astrogliales pueden envolver procesos
neuronales y competir con las sinapsis. El estrecho contacto entre astrocitos y
estructuras sinapticas permite que éstos sean expuestos a la liberacion de
neurotransmisores de los terminales sinapticos, asemejandose a una neurona
postsinaptica. De esta manera surge el concepto de sinapsis tripartita, segun el cual
las sinapsis presentan tres componentes igualmente importantes: el terminal
presinaptico, la membrana neuronal postsinaptica y el astrocito circundante
(Kettenmann y Verkhratsky, 2013).

La astroglia se encuentra involucrada en todos los tipos de patologias
cerebrales, desde lesiones agudas como trauma o infarto, a procesos
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple
y enfermedades psiquiatricas (Giaume et al., 2007). Cuando el cerebro o la médula
espinal sufren un dafo se dispara un mecanismo de defensa evolutivamente
conservado denominado astrogliosis reactiva. Este proceso limita el area dafada a
través de la formacién de una cicatriz y remueve el tejido dafiado (Verkhratsky et al.,
2010; Verkhratsky et al., 2013).

Los astrocitos expresan receptores de reconocimiento de patrones moleculares
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asociados a patégenos (PAMPs) y gatillan respuestas inflamatorias locales (Farina et
al., 2007). Los astrocitos activados también producen sefiales que pueden regular la
respuesta inflamatoria, como citoquinas, quimioquinas y metaloproteasas. Por otro
lado, limitan la extravasacion de leucocitos periféricos, promueven la restauracion de
la barrera hematoencefalica, y promueven la supervivencia neuronal (Bush et al.,

1999; Faulkner et al., 2004).

1.4.1.2 Microglia

El SNC tiene sus propias células inmunes residentes llamadas microglia, un
tipo de célula glial. Estas células se diferencian desde progenitores hematopoyéticos
en la médula é6sea y migran hacia el cerebro durante el desarrollo postnatal,
tipicamente hasta el dia postnatal (P) 10 en roedores. Alli se distribuyen
homogéneamente, se asientan y completan su diferenciacion a células microgliales,
adquiriendo el fenotipo especifico.

En condiciones fisiolégicas normales, las células microgliales se encuentran en
el denominado “estado de reposo”, caracterizado por un cuerpo celular pequefio y
numerosos procesos finos y elaborados. Expresan constitutivamente una variedad de
marcadores de superficie tales como CD11b (Perry et al., 1985) y la enzima de unién a
calcio IBA1 (Ito et al., 1998), que suelen ser utilizados para identificar dichas células de
manera especifica. Los procesos microgliales poseen multiples ramificaciones que se
extienden en todas direcciones, y se encuentran en rapido y constante movimiento;
estos procesos representan las estructuras moéviles mas rapidas del cerebro: el
parénquima cerebral puede ser escaneado completamente cada varias horas (Hanisch
y Kettenmann, 2007).

Cuando una lesion es detectada, se desencadena la respuesta conocida como
“activacion microglial” cuya caracteristica mas saliente es la transformacion
morfologica gradual que sufren las células (Ransohoff y Perry, 2009; Kettenmann et

al., 2011). En la fase inicial las células retraen sus procesos, que se vuelven mas
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gruesos y menos numerosos; en los estadios intermedios los procesos son cada vez
mas cortos y gruesos y el tamafo de los somas aumenta. Algunas células entran en
estado proliferativo, y ademas, utilizando movimientos ameboides se dirigen hacia el
sitio dafiado; lo que produce su multiplicacion en el sitio circundante a la lesion. En
ultima instancia, si el dafio persiste, se alcanza la fase de maxima activacion donde las
células adoptan una forma ameboidea y se convierten en fagocitos (Kettenmann vy
Verkhratsky, 2013). Kreutzberg llamé estadio | al estado basal, estadios Il y Ill a los
estadios intermedios, y estadio IV al estado fagocitico (Kreutzberg, 1996).

En paralelo a la transformacién morfolégica ocurren también cambios
moleculares, ya que aumenta la expresiéon de marcadores como CD11b (Perry et al.,
1985) e IBA1 (lto et al., 1998), y se estimula la expresién de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) y moléculas co-estimulantes como CD45, CD4,
CD80, CD86 y CD40 (Streit et al., 1988; London et al., 2013). La expresion de este
complejo molecular convierte a las células microgliales en las células presentadoras
de antigeno dominantes en el sistema nervioso (Shaked et al., 2004). Ademas, a
través de la liberacion de citoquinas, las células microgliales reclutan leucocitos hacia
el SNC, e interactuan con linfocitos T infiltrados, mediando la respuesta inmune en el
cerebro (Wilson et al., 2010; Boche et al., 2013).

La funcién fagocitica de las células microgliales no sélo es esencial en la
respuesta inmune del cerebro, sino que ademas es importante bajo condiciones
normales, ya que participa en la remocién de células apoptoticas; y durante el
desarrollo, ya que participa en la remocion de sinapsis o poda sinaptica (pruning), en
el cerebro postnatal (Tremblay et al., 2011). Ademas, la microglia cuenta con
funciones en el desarrollo neural, la plasticidad sinaptica y procesos cognitivos

(Schwarz y Bilbo, 2012; Perry y Teeling, 2013; Kettenmann et al., 2011).
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Figura 1.2 - Morfologia de células microgliales. La microglia en reposo (ramificada)
puede activarse ante un estimulo, adquiriendo un fenotipo fagocitico con forma
ameboidea. Las formas ilustradas aqui representan estadios de transformacion

reversibles a cada paso (adaptado de Karperien et al., 2013).

1.5 Interaccion entre sistema inmune y sistema nervioso

El sistema nervioso se encuentra aislado del resto del organismo a través de la
barrera hematoencefédlica (BHE) formada por uniones estrechas entre células
endoteliales. EI microambiente que rodea la barrera también participa en el
mantenimiento estructural y funcional de la misma. La unidad neurovascular es una
construccion conceptual formada por elementos estructurales, incluyendo al endotelio
con su lamina basal y los pies de los astrocitos; y también de elementos contextuales
como astrocitos, neuronas, pericitos y microglia (Muldoon et al., 2013).

Ante una lesion, la integridad de la barrera puede verse comprometida y existir
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infiltrado celular; de esta forma, dichas células pueden transmitir sefiales que
provienen de la periferia. Sin embargo, en situaciones normales también existen vias
de comunicacion entre el SNC vy la periferia: la via humoral y la neuronal.

La via humoral consiste en la entrada directa de citoquinas al cerebro a través
de un mecanismo de transportadores en la BHE, y a través de los érganos
circunventriculares, zonas con capilares fenestrados donde se rompe la
impermeabilidad de la barrera. También puede producirse la comunicacion a través de
los receptores presentes en las células endoteliales de la BHE, que luego transmiten la
sefal hacia el interior del cerebro. Esta forma de comunicacion involucra la produccion
local de citoquinas y otros mediadores, y es fundamental en la induccion de fiebre y
activacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) (Rivest, 2009).

La via neuronal involucra al nervio vago, que inerva el timo, higado, pulmones
y tracto gastrointestinal. Se encuentra asociado a nodulos linfaticos y sus aferentes
desembocan en el nucleo del tracto solitario. Esta via es tipicamente activada ante
infecciones intraperitoneales, cumpliendo un papel protagénico en el comportamiento
asociado a enfermedad (Dantzer et al., 2000).

Las citoquinas tienen un papel protagdnico en la comunicacién entre el sistema
inmune periférico y el sistema nervioso central. Actualmente se sabe que estimulos
inflamatorios periféricos pueden inducir cambios en los niveles de citoquinas en el
SNC (Layé et al., 1994; Pitossi et al., 1997). Las citoquinas penetran en el cerebro a
través de los 6rganos circunventriculares y otras regiones permeables en la BHE
(Konsman et al., 2002), y también a través de transporte activo (Banks et al., 1995).
Ademas, citoquinas periféricas son capaces de estimular el nervio vago (Johnston y
Webster, 2009) y de inducir la expresiodn de citoquinas en las células endoteliales, que
pueden ser liberadas luego al parénquima cerebral (Kerschensteiner et al., 2009). De
esta manera, las citoquinas inician modificaciones en el SNC que posteriormente
daran lugar a respuestas comportamentales.

El caso mas destacado de respuesta comportamental inducida por una
respuesta inmune es el del comportamiento asociado a la enfermedad, conocido
también como sickness behavior (Hart, 1988). Este representa un cambio en el estado

motivacional de los individuos enfermos, que experimentan debilidad, letargia, pérdida
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de apetito e interés en sus alrededores, y una reduccién del movimiento en general
(Dantzer, 2001). Estos sintomas forman parte de una estrategia altamente organizada
para luchar contra la enfermedad, y son las citoquinas proinflamatorias las encargadas
de sincronizar los componentes fisioldgicos, metabdlicos y comportamentales
necesarios (Dantzer, 2001). También se las encuentra asociadas a procesos de
diferenciaciéon neuronal (Mathieu et al., 2010), comportamientos de aprendizaje
(Depino et al., 2004) y procesos de mielinizacion (Schmitz y Chew, 2008).

El rol de las citoquinas como nexo entre el sistema inmune y nervioso
promueve que su accién prolongada o desregulada se encuentre involucrada en la
mayoria de las enfermedades neurodegenerativas y algunas enfermedades

psiquiatricas (Dantzer y Kelley, 2007; Dantzer et al., 2008).

1.5.1 Alteraciones en pacientes con TEA

En afios recientes se han acumulado numerosas evidencias de anormalidades
inmunolégicas y neuroinflamatorias en pacientes con desordenes psiquiatricos
clasicos. Mas alla de que el autismo afecta principalmente la funcién cerebral, también
se ven afectados otros sistemas y 6rganos.

Al consultar la literatura pueden encontrarse evidencias de alteraciones
inmunes centrales y periféricas. Se han reportado anomalias en la inmunidad innata,
como por ejemplo un aumento de citoquinas proinflamatorias secretadas por
monocitos (Enstrom et al., 2010); como asi también en la respuesta inmune
adaptativa, como un desequilibrio entre células Th1 y Th2 (van Gent et al., 1997;
Gupta et al., 1998) y un menor numero de células T regulatorias, encargadas de
prevenir respuestas autoinmunes (Mostafa et al., 2010). Estudios genéticos realizados
en nifos y adultos autistas han identificado varios genes relacionados con la
sefalizacién y funcidon inmunoldgicas, asi como también genes reguladores del
desarrollo de los sistemas inmune y nervioso (Garbett et al., 2008; Pardo y Eberhart

2007).
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Desde el punto de vista neuroendocrino, se han detectado elevados niveles
basales de cortisol en plasma en nifios varones autistas (lwata et al., 2011) y una
respuesta incrementada de cortisol en respuesta a un estresor (Spratt et al., 2011), lo
que podria significar un incorrecto funcionamiento del eje HPA.

Por otro lado, se han reportado diversas anormalidades gastrointestinales y del
tracto digestivo en individuos con TEA. La prevalencia de inflamacion gastrointestinal
puede ir desde el 9 al 91% (Buie 2011; Coury et al., 2012), y se ha hipotetizado que
este hecho puede influenciar la homeostasis cerebral y modular el comportamiento de
estos pacientes. La exposicion a determinados antigenos provenientes de la dieta,
bacterias y sus productos metabdlicos y una alterada composiciéon de la microbiota
intestinal (Finegold et al., 2002; Parracho, 2005; Adams et al., 2011) pueden alterar la
regulacién inmune y por ende afectar la actividad del SNC.

Sin embargo, al dia de hoy la presencia de autoanticuerpos contra proteinas
del SNC es considerada como una de las evidencias mas consistentes y robustas en
pacientes con autismo (Mostafa y Al-Ayadhi 2011; Singh et al., 1997; Wills et al., 2007;
Connolly et al., 1999; Singh y Rivas 2004; Todd et al., 1988; Vojdani et al., 2002;
Mostafa y Al-Ayadhi 2011; Wills et al., 2011). Alrededor del 25-70% de los pacientes
presentan autoanticuerpos reactivos a proteinas neurales (Singh et al., 1997), lo que
sugiere una interaccion anormal entre los sistemas inmunes materno y fetal durante el
desarrollo del feto (Braunschweig y Water, 2012). Dado que los anticuerpos maternos
pueden atravesar la placenta, patologias autoinmunes durante el embarazo pueden
resultar en la transferencia de autoanticuerpos contra blancos neuronales de la madre
al feto (Braunschweig et al., 2008), que podrian interferir con el correcto desarrollo
neuronal.

Se ha demostrado en distintos modelos animales que la administracion de
estos autoanticuerpos maternos pueden afectar el funcionamiento neuronal y alterar el
comportamiento de las crias. Por ejemplo, la inyeccién de IgGs provenientes de
madres con al menos un hijo autista en hembras embarazadas de mono rhesus resulté
en crias con comportamiento social atipico y un aumento en comportamientos
estereotipados (Martin et al., 2008). Este tipo de autoanticuerpos contra proteinas del

SNC ha sido detectado también en pacientes con autismo (Silva et al., 2004; Singer et
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al., 2006; Wills et al., 2007), donde han sido identificados numerosos antigenos
incluyendo filamentos axonales gliales y neuronales (Singh et al., 1997), mielina (Singh
et al., 1993), receptores de serotonina (Todd and Ciaranello, 1985) y el factor de
crecimiento nervioso (Mostafa y Al-Ayadhi 2011).

Aunque en una primera instancia las alteraciones mencionadas, asi como
distintas etiologias y patofisiologias propuestas de los TEA, pueden parecer
desconectadas entre si debido a su diversidad, existe un punto en comun que las
subyace. Todos estos factores se encontrarian activando las mismas moléculas
efectoras, las citoquinas, que estarian actuando en el cerebro alterando el desarrollo y
el comportamiento.

Individuos con autismo presentan en plasma niveles elevados de citoquinas
proinflamatorias (Ashwood et al., 2011) y niveles reducidos de citoquinas
antiinflamatorias (Ashwood et al., 2009). Estudios postmortem han mostrado niveles
alterados de citoquinas en cerebro y sefiales de activacion microglial en el cerebro de
pacientes autistas (Vargas et al., 2004). En el cerebro, las citoquinas pueden actuar
sobre las células neurogliales e inducir un estado neuroinflamatorio. En analisis de
cerebros postmortem se han encontrado sefales de inflamacién crénica, dadas por
activacion astro y microglial en la materia blanca subcortical del giro frontal medio, el
giro cingulado anterior, y en la capa de células granulares, células de Purkinje y
materia blanca del cerebelo (Pardo et al., 2005; Vargas et al., 2004).

Todas estas evidencias sugieren a los TEA como un desorden con alteraciones
inmunes tanto centrales como periféricas, a nivel celular y sistémico. De manera de
lograr una intervencion terapéutica temprana de la enfermedad es necesario identificar
los agentes que contribuyen a la etiologia del desorden, al mismo tiempo que
comprender los mecanismos inmunes y neurales implicados. Con este objetivo se

convierte en esencial el desarrollo de modelos animales para el estudio del autismo.
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1.6 Modelos animales de TEA

Segun McKinney (McKinney, 1984), un modelo animal es un preparado
desarrollado en una especie con el propésito de estudiar fendmenos que ocurren en
otra. Sin pasar por alto las restricciones dadas por las diferencias entre los sistemas
nerviosos e inmunes de los humanos y de los roedores, los modelos animales de
enfermedades humanas son valiosas herramientas que permiten no sélo estudiar las
causas y los mecanismos de una enfermedad, sino también evaluar nuevos
tratamientos.

Existen ciertos requisitos que un modelo animal debe cumplir para modelar una
enfermedad humana. En primer lugar, debe contar con validez de constructo, es decir
que las causas que originan la enfermedad humana son las mismas que lo hacen en el
modelo animal. Evaluar esta caracteristica en un modelo implica conocer la etiologia
de la enfermedad, por lo tanto resulta muchas veces imposible. Ademas, debe contar
con validez aparente: las alteraciones observadas en los animales deben ser similares
a aquellas presentes en los pacientes humanos. Aqui se esta asumiendo que la
similaridad fenotipica es consecuencia de los mismos procesos fisiolégicos actuando
en ambos casos, aunque esta suposicion resulta muchas veces imposible de evaluar.
Finalmente, se considera que el requisito principal que los modelos animales deben
cumplir es permitir realizar predicciones. Un modelo animal cuenta con validez
predictiva si un tratamiento evaluado en animales tiene los mismos efectos al ser
administrado en humanos. Esta caracteristica puede resultar utii aunque no se
conozcan las causas, mecanismos Yy procesos fisiolégicos implicados en la
enfermedad. Entonces, un modelo animal serd mas valioso cuantas mas
caracteristicas comparta con la enfermedad humana. Es decir, cuantos mas sintomas
comparta, cuantos mas factores etioldgicos recapitule, y con cuanta mayor certeza
prediga los resultados de un tratamiento.

En el caso de los modelos animales de autismo, su fuerza proviene
principalmente de su validez aparente. El foco se ha puesto en modelar los tres

sintomas llamados “nucleares” del sindrome: sociabilidad reducida, deficiencias en la
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comunicacion y comportamientos estereotipados o repetitivos. Para evaluarlos, han
sido desarrollados numerosos ensayos comportamentales en roedores (Crawley 2004;
Crawley 2007).

Dado que los ratones son animales sociales por naturaleza, es relativamente
sencillo detectar y cuantificar una reduccién en la sociabilidad analizando las
interacciones entre dos individuos; aunque también se han analizado respuestas a
estimulos sociales novedosos, preferencia de sitio condicionada, patrones de anidado,
y evitacion de la mirada (Balemans et al., 2010; de Theije et al., 2014; Defensor et al.,
2012; Delorey et al., 2008; Depino et al., 2011; Lucchina y Depino, 2013; MacFabe et
al., 2011; Hsiao et al., 2011; McFarlane et al., 2008; Pearson et al., 2012; Schneider y
Przewlocki, 2004).

Por otro lado, algunos comportamientos naturales de roedores son
considerados estereotipados cuando son expresados sin necesidad, como ser el
autoacicalamiento, o la excavacion o marble burying. Estos comportamientos pueden
ser cuantificados y utilizados para modelar dicho sintoma del autismo (Amodeo et al.,
2012; Depino et al., 2011; McFarlane et al., 2008; Pearson et al., 2011). También se
ha evaluado la reversién de ciertos aprendizajes, como ser una posicion apetitiva en
un laberinto en T o en el test acuatico de Morris (de Theije et al., 2014; MacFabe et al.,
2011); o la respuesta a un objeto novedoso en comparacion con uno familiar (Pearson
et al., 2011).

Por dltimo, los déficits comunicacionales han sido modelados
fundamentalmente con el estudio de las vocalizaciones y las respuestas a éstas,
vocalizaciones ultrasénicas (USVs) de crias y marcas de orina (Scattoni et al., 2008,
2011; Wohr et al., 2011).

Los modelos animales han probado ser herramientas muy valiosas en el
estudio de los mecanismos biolégicos detras de los desdrdenes psiquiatricos. En los
ultimos afos han surgido numerosos modelos animales de TEA, y su generacion se ha
cimentado principalmente en estudios epidemiologicos para inducir fenotipos
relacionados con el autismo en roedores. En estos estudios se ha observado que
diversos estimulos inmunes pueden tener como consecuencia una reduccion en la

sociabilidad y un aumento en los comportamientos repetitivos. Asimismo, han sido
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reportadas alteraciones inmunes en modelos genéticos y ambientales de TEA. Aunque
los mecanismos no han sido aun elucidados, dichas evidencias sugieren un rol de
ciertos factores inmunes en el desarrollo de los comportamientos relacionados con el
autismo. En la actualidad existen numerosos grupos utilizando modelos animales para
evaluar el rol de las alteraciones inmunologicas en el desarrollo de dichos
comportamientos.

Para estudiar el rol de la inflamacion en los TEA pueden ser empleados dos
enfoques distintos. Por un lado, los eventos inflamatorios e inmunes podrian tener un
rol en la etiologia del desorden; por lo que pueden ser generados modelos mediante la
administracién de estimulos inflamatorios en distintos momentos del desarrollo. Por el
otro lado, las alteraciones inmunoldgicas e inflamatorias pueden ser evaluadas en
modelos generados mediante la utilizacion de otros factores ambientales o variantes

genéticas ligadas al autismo.

1.6.1 Modelos inflamatorios de TEA

Entre los numerosos factores ambientales involucrados en la patofisiologia del
autismo, la infeccion materna es mencionada como la principal causa no genética del
desorden (Ciaranello y Ciaranello 1995). Como se ha mencionado en la seccion 1.2.2,
estudios epidemiolégicos han mostrado una fuerte asociacion entre autismo e
infeccioén viral materna (Atladottir et al., 2010).

Entre los modelos utilizados para estudiar los efectos de la inflamacion prenatal
en el desarrollo neural del feto podemos encontrar el de la infeccién por influenza
respiratoria materna (Shi et al., 2003; Fatemi et al., 2002), infeccién por bacteria
periodontal (Lin et al., 2003), o los modelos de activaciéon inmune materna (MIA, por
sus siglas en inglés) (Smith et al., 2007). Este ultimo se encuentra basado en la
inyeccion de ratones o ratas prenadas con el ARN sintético doble cadena polyl:C
(polyinosinic:polycytidylic acid), un ligando para el receptor Toll 3 (TLR3), involucrado

en la respuesta inmune innata ante una infeccion viral. La utilizaciéon de este agente
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inflamatorio genérico permite modelar factores comunes a varias infecciones,
independizandose de la naturaleza particular de cada patoégeno.

Se ha observado que el momento de la infeccion es determinante, ya que ni el
funcionamiento del sistema inmune materno (Claman, 1993) ni la susceptibilidad del
sistema en desarrollo del feto son homogéneos a lo largo del periodo de gestacion. Un
estudio epidemiolégico realizado en Dinamarca encontré una asociacion entre la
infeccion viral materna durante el primer trimestre de embarazo, o infeccién bacteriana
materna durante el segundo trimestre, y el diagndstico de TEA en el nifio (Atladottir et
al., 2010). Resultados similares se han encontrado en el modelo en ratén de MIA:
Meyer et al. (2006) inyecté polyl:C en hembras prefiadas de raton al dia gestacional 9
(GD9) o al GD17, tiempos que corresponden a la transicién entre el primer y el
segundo trimestre, y entre el segundo y el tercer trimestre en los embarazos humanos,
respectivamente. Estos experimentos mostraron una dependencia de las alteraciones
conductuales relacionadas con el autismo con el momento de administracion del
estimulo inflamatorio; aunque en ambos casos encontraron diferencias en el perfil de
expresion de citoquinas en el suero materno y cerebro fetal posterior a la activacion
inmune.

Ademas, las crias MIA poseen déficits en la comunicacién y sociabilidad, y
presentan elevados niveles de comportamientos estereotipados o repetitivos (Malkova
et al., 2012); es decir que un estimulo inflamatorio prenatal puede generar los tres
sintomas principales del autismo. Considerando las alteraciones inmunes que se
observan en los pacientes, cabe preguntarse si un unico evento inmune durante la
embriogénesis puede llevar a una desregulacion inmunoldgica persistente en la
adultez.

En esta linea, Hsiao et al. (2012) encontré6 que los animales MIA poseen un
déficit sistémico en el numero de células T regulatorias, que ademas presentan una
respuesta alterada ante un estimulo. Estas, entre otras anormalidades, le otorgan a los
animales MIA un fenotipo proinflamatorio, que podria ser explicado por una
programacion intrinseca de las células madre hematopoyéticas durante el desarrollo.
Para ahondar en esta cuestion, se realizdé un trasplante de médula ésea de animales

MIA en animales salina y MIA previamente irradiados. Curiosamente, las
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anormalidades inmunes no fueron ftransferidas, sugiriendo un rol para el
microambiente de células madre hematopoyéticas en el mantenimiento del fenotipo
proinflamatorio.

¢ Podrian estas alteraciones inmunoldgicas ser responsables de la generacion
o el mantenimiento de las alteraciones conductuales halladas en los ratones MIA? ;O
son dos manifestaciones independientes, no relacionadas, del desorden? Los
animales MIA irradiados, trasplantados luego con médula ésea de animales salina, no
muestran comportamientos repetitivos, pero mantienen el déficit en la preferencia
social. Estos resultados afiaden evidencia a un grupo de estudios que muestran la
capacidad del trasplante de médula 6sea en mejorar los sintomas de distintos
desérdenes neurologicos (Derecki et al., 2012), y también subrayan la importancia del
ambiente periférico en el mantenimiento de las alteraciones inmunes en los ratones
MIA.

Por otro lado, se sabe que la microbiota es capaz de modular la fisiologia del
huésped, particularmente la funciéon inmune. Pero ademas, recientemente ha sido
demostrado que ésta puede impactar en el desarrollo cerebral y comportamiento de
los mamiferos (Diaz Heijtz et al., 2011): las bacterias comensales afectan los
comportamientos sociales, emocionales y relacionados con la ansiedad (Cryan y
Dinan 2012; Collins et al. 2012). Como hemos mencionado previamente, los pacientes
con TEA suelen sufrir problemas gastrointestinales, como permeabilidad intestinal
elevada y enfermedades intestinales inflamatorias (Kohane et al., 2012). También se
ha encontrado que estos sujetos poseen una composicion atipica de su microbiota
intestinal (Adams et al., 2011; Finegold et al., 2012; Kang et al., 2014; Parracho et al.,
2005), por lo que se ha propuesto una conexion entre las anomalias bacterianas y
gastrointestinales y el fenotipo conductual de los TEA.

Hsiao et al. (2013) exploré dichas alteraciones en el modelo MIA y encontré
que las crias tratadas con polyl:C durante la gestacién presentan un déficit en la
integridad de la barrera intestinal, perfiles de expresion de citoquinas alterados en
intestino y disbiosis de la microbiota intestinal. Sin embargo, cuando estos ratones
fueron tratados con bacterias comensales, la permeabilidad intestinal y los perfiles de

citoquinas fueron restaurados a niveles normales. Mas aun, el tratamiento mejoré los
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comportamientos relacionados con la ansiedad, redujo los niveles de comportamientos
estereotipados y el comportamiento repetitivo, aunque no pudo restaurar los déficits en
la sociabilidad y en la preferencia de novedad social. Estos resultados indican la
posible existencia de diversos circuitos neuronales responsables por los
comportamientos asociados a los TEA con sensibilidad diferencial a los efectos de la
modulacién por microbiota.

Un posible mecanismo de accién de la microbiota para la modulacién del
comportamiento es a través del efecto de sus productos metabdlicos en el SNC. Entre
las moléculas producidas por la flora intestinal se encuentra el acido propiénico (PPA,
por sus siglas en inglés), un intermediario en el metabolismo celular de los acidos
grasos, también presente de manera natural en los alimentos, y usualmente utilizado
como conservante alimenticio. EI PPA intestinal es capaz de cruzar las barreras
intestinal y hematoencefalica, consiguiendo acceso al SNC, donde puede alterar la
liberacion de neurotransmisores e inhibir las uniones estrechas mediante la
acidificacion del interior celular (Bonnet et al., 2000; Karuri et al., 1993). También,
niveles elevados de PPA estimulan la secrecion de citoquinas proinflamatorias como
IFN-gamma (Cavaglieri et al., 2003).

Estas evidencias indican que el PPA podria potencialmente alterar la
comunicacion neuronal y el comportamiento, asi como también modular el
funcionamiento inmunolégico. Es mas, dado que los niveles de PPA aumentan durante
las patologias gastrointestinales como las observadas en los pacientes de TEA, esta
molécula podria ser una conexién entre la bacteria comensal y el fenotipo del autismo.
En esta linea, ratas tratadas de manera intracerebroventricular con PPA mostraron
intereses restringidos a un objeto especifico y anormalidades en el comportamiento
social (MacFabe et al., 2011; Shultz et al., 2015). También se observo astrogliosis
reactiva y microglia activada en el hipocampo de animales inyectados con PPA,
sugiriendo una respuesta inflamatoria innata (Shultz et al., 2008; MacFabe et al.,
2011). Estos resultados respaldan la utilizaciéon del acido propionico para generar un

modelo de TEA en roedores.
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1.6.2 Modelos genéticos de TEA

Los trastornos del espectro autista son un grupo de desérdenes heterogéneos,
que en algunos casos pueden ser asociados con desérdenes genéticos tales como el
sindrome de Rett y de fragil X, o la tuberosis esclerosa. Sin embargo, en la mayoria de
los pacientes no ha sido posible identificar un Unico mecanismo patofisiolégico y no se
conocen las causas del desorden (Pardo y Eberhart, 2007).

Existen diversas evidencias que sugieren que los TEA poseen un componente
heredable, por lo que numerosos modelos animales han sido creados mediante la
manipulacién de genes candidatos identificados en estudios poblacionales. Algunas
lineas mutantes se basan en aberraciones monogénicas, y otras en loci que otorgan
susceptibilidad al desorden. Dado que los intentos de vincular los TEA con mutaciones
individuales no han sido exitosos (Wassink et al., 2004), existe hoy en dia un consenso
sobre la existencia de mudltiples genes que confieren susceptibilidad al desorden, los
cuales son influenciados tanto por sus interacciones con otros genes, como por
factores ambientales.

Moy et al. (2007) realizé un estudio en el que ratones macho de diez cepas
endocriadas fueron caracterizados para comportamientos relacionados con el autismo,
como sociabilidad, preferencia por novedad social, y reversién del aprendizaje de la
ubicacién espacial de un refuerzo en distintos laberintos. Encontraron que la cepa
BTBR T + tf/J presenta reduccién en la sociabilidad y resistencia al cambio de rutina
en el laberinto acuatico. Estos resultados son consistentes con un fenotipo autista, por
lo que algunos grupos han propuesto utilizar la cepa BTBR como un modelo de
autismo.

Otros grupos han profundizado la caracterizacion de esta cepa (McFarlane et
al., 2008; Amodeo et al., 2012; Pearson et al., 2011; Pearson et al., 2012; Pobbe et al.
2011) y hallado una reducciéon en el acercamiento social, déficits en interacciones
sociales reciprocas y alteraciones en el juego juvenil. Ademas, también muestran altos
niveles de autoacicalamiento y resistencia a la reversion de un aprendizaje, sumado al

repertorio inusual de USVs tanto en la adultez como a edades tempranas (Scattoni et
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al., 2008; Scattoni et al., 2010; Wohr et al. 2010). En conclusién, los ratones BTBR
muestran los tres sintomas nucleares del autismo: sociabilidad reducida,
comportamientos repetitivos y problemas en la comunicacion.

En cuanto al funcionamiento del sistema inmune, Heo et al. (2011) encontro
niveles elevados de anticuerpos cerebro-reactivos en cerebro y suero, al mismo
tiempo que un aumento en la expresién de citoquinas pro-inflamatorias en el cerebro,
tales como IL-33, IL-18 e IL-1B. En un estudio posterior se estudié el rol de la
polarizacién de macrofagos (M1/M2) en esta cepa, y se observo que los macréfagos
de los ratones BTBR presentan mayor produccion de citoquinas inflamatorias, y una
tendencia mayor a polarizarse hacia un fenotipo M1 (Onore et al., 2013). También
evaluaron la relacion entre los fenotipos comportamentales e inmunes, analizando los
comportamientos sociales y repetitivos y su correlacion con los distintos perfiles de
produccién de citoquinas. Por un lado, hallaron que el comportamiento de
autoacicalamiento se encuentra asociado con varias citoquinas, sugiriendo la
existencia de una relacion directa entre citoquinas inflamatorias y comportamientos
repetitivos mas severos por un lado, y de citoquinas antiinflamatorias con mejoras
comportamentales por el otro. Por el contrario, no encontraron asociaciones entre
perfiles de citoquinas y el comportamiento social, indicando que la sociabilidad no se
encuentra fuertemente afectada por las citoquinas alteradas (Onore et al., 2013). Este
estudio sugiere que el fenotipo comportamental y el perfil inmuno-inflamatorio de los

ratones BTBR no serian eventos independientes, sino fendmenos conectados.

1.6.3 Combinacion de modelos genéticos e inflamatorios

Como hemos discutido previamente, actualmente la hipotesis mas aceptada
sobre la causa del autismo es que no existe un unico proceso patofisiolégico, sino que
es la consecuencia de la combinacion de factores ambientales, genéticos y
epigenéticos. Por este motivo, es importante estudiar como estos factores interactuan

entre si.
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En esta linea, Schwartzer et al. (2013) hipotetizé que el trasfondo genético de
un ratén podria influenciar la severidad del fenotipo de tipo autista generado por un
factor ambiental tal como la infeccion viral materna (MIA). Para poner a prueba esta
hipétesis se utilizaron hembras prefadas de las cepas BTBR y C57BL/6J (C57) que
fueron inyectadas con polyl:C en el GD12.5. Posteriormente sus crias fueron
evaluadas para los comportamientos relacionados con el autismo. Tanto en los
ratones BTBR como en los controles C57, la administracion de polyl:C durante la
gestacion afecté las USVs, produjo alteraciones en el comportamiento social, y
aumentd los comportamientos repetitivos. Sin embargo, algunos de estos efectos
fueron mayores en los ratones BTBR.

También evaluaron la respuesta inducida de los esplenocitos, midiendo los
niveles de citoquinas. Curiosamente, observaron una interaccion entre los factores
cepa y tratamiento prenatal respecto a la liberacién de la citoquina IL-17, con los
ratones BTBR expuestos a polyl:C secretando la maxima cantidad.

Estos resultados se encuentran en linea con evidencias halladas en los
modelos BTBR y MIA, que demuestran que tanto factores ambientales como la
predisposicion genética pueden resultar en fenotipos conductuales similares. Mas aun,
este estudio fomenta la hipétesis sinérgica, donde la combinacion de factores
genéticos y ambientales exacerban el fenotipo autista generado por cada factor de
manera independiente. Futuros estudios podrian ayudar a elucidar los mecanismos a
través de los cuales la inflamacion contribuye en los comportamientos relacionados

con el autismo tanto en los modelos genéticos como en los ambientales.

1.6.4 Modelos ambientales no inflamatorios de TEA:

modelo VPA

A la fecha hemos podido identificar s6lo un modelo ambiental no inflamatorio
de autismo, en el que la funcién inmune e inflamatoria han sido parcialmente

estudiadas: la exposicién prenatal al acido valproico (VPA). Como se ha desarrollado
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en la seccion 1.2.2, varios estudios han vinculado la exposicion prenatal a drogas
antiepilépticas, VPA en particular, con los TEA (Vinten et al., 2009; Christensen et al.,
2013; Moore et al., 2000; Williams et al., 2001); lo que ha llevado a la generacion de
modelos animales en roedores. Rodier et al. (1996) fue el primero en desarrollar un
modelo de autismo en ratas a través de la exposicion prenatal a VPA. Desde
entonces, el numero de estudios utilizando inyecciones de VPA en el periodo prenatal
o postnatal temprano ha ido en aumento.

Un estudio identificé que una unica inyeccién de 400 mg/kg de VPA en ratas
prefadas al GD12.5 resulta en crias con baja sociabilidad (Kim et al., 2011).
Curiosamente, estos efectos no son observados al realizar la inyeccion al GD7, GD9.5
o GD15, demostrando que existe una ventana critica en la que el VPA afecta el
comportamiento social. Posteriormente, estos resultados obtenidos en ratas
Sprague-Dawley fueron verificados en otras cepas de ratas (Schneider et al., 2008;
Schneider y Przewlocki, 2004; Roullet et al., 2010; Bambini-Junior et al., 2011) y en
distintas cepas de raton (Kataoka et al., 2013; Lucchina y Depino, 2013; de Theije et
al., 2013; Wagner et al., 2006; Yochum et al., 2008).

Una caracterizacion mas profunda ha mostrado que la exposicion prenatal a
VPA provoca no solo disminucidn en la interaccién social, sino también
hiposensibilidad al dolor, intensificacién de la memoria de miedo, y cambios en el tipo
de USVs (Vorhees, 1987; Wagner et al., 2006; Dufour-Rainfray et al., 2011; Lin et al.,
2013). Ademas, este modelo también muestra alteraciones en comportamientos
asociados a la presencia de TEA, como ser un mayor comportamiento relacionado con
la depresién (Nakasato et al., 2008) y la ansiedad (Mehta et al., 2011), e incluso
desregulaciones en los ritmos circadianos (Tsujino et al., 2007).

Por otro lado, animales expuestos prenatalmente a VPA muestran un aumento
en la expresion de marcadores neuroinflamatorios tales como GFAP, CD11c, IL-16 y
Cox-2 en el hipocampo (de Theije et al., 2014). Dichos ratones presentan también
signos de inflamacion intestinal, dados por la infiltracion de neutréfilos en el tracto
intestinal y la pérdida de células epiteliales, produciendo dafios en la barrera epitelial
del intestino (de Theije et al., 2014). Ademas, estos fendmenos se correlacionan con

alteraciones en la flora intestinal, no sélo en su composicion sino también en su
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actividad (de Theije et al., 2013).

El modelo de autismo generado mediante el tratamiento prenatal con VPA
presenta validez de constructo, ya que nifios expuestos a VPA in utero muestran un
sindrome con similitudes fenotipicas con el autismo. Pero las evidencias mencionadas
muestran que también posee validez aparente, ya que los animales tratados con VPA
muestran caracteristicas comportamentales semejantes a las que se observan en
humanos. Este modelo animal permite estudiar no sélo el fenotipo comportamental, la
patofisiologia y la relacién entre distintas alteraciones inmunes y los niveles de
sociabilidad, sino que también permite la posibilidad de evaluar el efecto de distintas

terapias y tratamientos.

1.6.4.1 Antecedentes de nuestro laboratorio

En el laboratorio se ha utilizado el modelo de exposicion prenatal al VPA con el
objetivo de estudiar el rol de los procesos inflamatorios en el desarrollo de los
comportamientos relacionados con el autismo.

Los estudios previos han sido enfocados en la caracterizacién conductual y del
estado inflamatorio basal, asi como de la respuesta a estimulos inflamatorios agudos,
tanto en la periferia como en el cerebro. Estos se han realizado en ratones macho
adultos, pertenecientes a una F1 hibrida, generada a partir de la cruza de hembras
BALB/c con machos C57.

En primer lugar se ha validado el fenotipo comportamental, ya que los ratones
VPA muestran una reduccion en la sociabilidad, dada por un menor tiempo de
exploracion de un ratéon estimulo; asi como también presentan un aumento del
comportamiento relacionado con la ansiedad en un laberinto elevado en cruz.
Asimismo, se han reportado alteraciones duraderas en la respuesta inflamatoria. Los
animales VPA muestran respuestas inflamatorias exacerbadas, en el centro y la
periferia, a un estimulo inflamatorio. En la periferia, una inyeccion de lipopolisacarido

(LPS) induce una activacion exacerbada del eje HPA y un aumento en la expresiéon de
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la citoquina pro-inflamatoria IL-6. En el cerebro, los ratones VPA muestran signos de
activacion microglial crénica en el cerebelo, revelando gliosis cronica. Ademas, el
estimulo inflamatorio periférico aumenta el niumero de células microgliales en el
hipocampo y la expresion de citoquinas inflamatorias en el cerebelo de los animales
VPA (Lucchina y Depino, 2013).

Por otro lado, también hemos estudiado el periodo postnatal temprano, a
través de la caracterizacién de comportamientos y reflejos tipicos que aparecen en
determinados momentos del desarrollo en los ratones. Hemos encontrado que la
exposicion prenatal al VPA genera un retraso en la aparicién de los reflejos de
enderezamiento y de sobresalto por ruido. Estos efectos no se deben a diferencias en
el cuidado materno durante la primera semana postnatal, como asi tampoco a
problemas en el desarrollo, ya que no existen diferencias entre los grupos en la
aparicion de marcadores fisicos de desarrollo (estos resultados formaron parte de mi
tesis de licenciatura y estan contenidos en la publicacion Kazlauskas et al., 2016, junto
con resultados de esta tesis).

En conjunto, estos resultados proveen evidencias de la existencia de un estado
neuroinflamatorio basal y una respuesta inflamatoria alterada en los animales VPA,;
ademas de alteraciones conductuales que pueden advertirse en distintos momentos
de la vida del animal.

A pesar de que en nuestro modelo de estudio la administracion de VPA es un
evento unico durante el periodo gestacional, sus efectos pueden ser detectados tanto
en el periodo postnatal temprano como en la adultez. De este hecho se desprende no
sélo la pregunta acerca del mecanismo de accién mediante el cual el VPA afecta el
estado inflamatorio y la conducta, sino ademas de qué manera sus efectos se

sostienen a través del tiempo.
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1.7 Epigenética

El término epigenética fue introducido por primera vez por Hal Waddington en
1942, para referirse al estudio de los mecanismos que modulan la expresién genética
generando un determinado fenotipo. Mas precisamente, se refiere a modificaciones en
el genoma que influyen en la expresién génica, ya sea activando o reprimiendo la
transcripcién, pero no involucran cambios en la secuencia nucleotidica. Esta
regulacién de la expresion se produce a través de cambios en la estructura de la
cromatina por medio de modificaciones en las histonas y metilaciéon del ADN (Jaenisch
y Bird, 2003).

Las histonas son proteinas que se asocian al ADN, formando la cromatina.
Brevemente, un nucleosoma es la unidad de construccién de la cromatina. Este
consiste de un octamero de histonas (incluyendo H2A, H2B, H3, H4) y 147 pares de
bases de ADN, envueltos alrededor del nucleo de histonas. Dos nucleosomas
adyacentes se encuentran vinculados entre si por aproximadamente 50 pares de
bases de ADN. El extremo N-terminal de cada histona esta formado por una cadena
de aminoacidos, llamadas “colas de histonas”, sujetas a ser modificados a través de la
anadidura de un grupo funcional.

Estas modificaciones alteran la carga eléctrica de las proteinas y regulan el
acceso de los factores de transcripcion al ADN asociado, pudiendo determinar asi los
niveles de expresion genética. Entre las modificaciones de histonas mas comunes
podemos encontrar acetilacion, metilacion y fosforilacion; mientras que la modificacion
tipica del ADN es la metilacién. Todas ellas se encuentran mediadas por determinadas
enzimas: acetilasas, metilasas y fosforilasas de histonas, y metilasas de ADN. Estas
enzimas son susceptibles a la influencia de factores internos y externos, como ser la
accién de hormonas, neurotransmisores, estrés y drogas (Black y Whetstine, 2011).

En células adultas y diferenciadas, la acetilacion de la lisina 9 de la histona H3
(H3K9ac) es catalizada por varias acetiltransferasas de histonas, y junto a dicha
modificacion, la acetilacion de varios otros residuos de lisinas de la histona H2A, H2B

y H4 generalmente facilitan la transcripcién génica. Por el contrario, la desacetilacion
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mediada por distintos tipos de histona deacetilasas (HDACs) suprimen la transcripcion
génica (Thiagalingam et al., 2003; Kouzarides, 2007). La metilacion de histonas
presenta la posibilidad de activar o reprimir la transcripcién, dependiendo si los
residuos se encuentran mono-, bi- o trimetilados, y de la posicion del aminoacido en la
histona (Barbon et al., 2006; Jarome y Lubin, 2013). Por otro lado, las modificaciones
en las histonas también definen el estado de la estructura cromosémica y la
configuracion de los bucles de la cromatina, promoviendo el contacto fisico de
regiones promotoras con elementos regulatorios lejanos, como enhancers o silencers,
afiadiendo otra dimension de regulacion de la expresion génica (Dekker y Misteli,
2015).

De esta manera, las modificaciones epigenéticas en las histonas y el ADN
diagraman la identidad tejido-especifica y el perfil transcripcional de una célula. Estos
procesos resultan cruciales durante el desarrollo, ya que, por ejemplo, la metilacion del
ADN se encuentra implicada en la inactivacion del cromosoma X o imprinting
genomico, en el desarrollo del cerebro y en los ritmos circadianos (Suzuki y Bird, 2008;
Nakahata et al., 2007). Consistentemente, anomalias epigenéticas han sido vinculadas
a desordenes del neurodesarrollo, incluyendo esquizofrenia y autismo (Dempster et
al., 2011; Wong et al., 2013).

El gen MeCP2 posee un rol importante en el control de la metilacion y esta
involucrada en la activacion y represion temporal de la expresiéon génica (Chahrour et
al., 2008). Se encuentra fuertemente relacionado con desoérdenes del neurodesarrollo
como ser el sindrome de Rett (Amir et al., 1999), el autismo (Swanberg et al., 2009), la
esquizofrenia y en defectos en el tubo neural (Wang et al., 2010). En el sindrome de
fragil X, la hipermetilacion del gen FMR1 se encuentra asociada a su expresion
reducida y al fenotipo de la enfermedad (Sutcliffe et al., 1992; De Vries et al., 1996).

Adicionalmente a los estudios de genes especificos, analisis genome-wide del
metiloma de ADN en cerebros postmortem y en sangre de pacientes con TEA
revelaron anomalias en regiones regulatorias de varios otros genes, sumado a la

hipometilacion del ADN total (Ladd-Acosta et al., 2014; Nardone et al., 2014).
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Figura 1.3 - Representacion esquematica de la cromatina y estructura
cristalografica de un nucleosoma. (A) Se ilustran algunas de las modificaciones
epigenéticas que pueden sufrir el ADN vy las histonas. (B) La estructura cristalografica
del nucleosoma muestra cémo sobresalen las colas de histonas por fuera de la
estructura del octamero, dejandolas susceptibles a ser modificadas por distintas
magquinarias biologicas. Me, metilacion; Ac, acetilacion; P, fosforilacion; Ub,

ubiquitinacion.

1.7.1 Epigenética y VPA

El rol de los mecanismos epigenéticos en la etiologia del autismo es un
concepto relativamente nuevo, y el modelo de exposicion al acido valproico resulta
particularmente util para explorarlo.

Se han propuesto multiples mecanismos para explicar la accion antiepiléptica
del VPA, como ser el aumento de los niveles de GABA, la disminucion de los niveles
de aspartato, el bloqueo de canales iénicos dependientes de voltaje (Chapman et al.,
1982), y efectos sobre algunos receptores de esteroides (Blaheta y Cinatl, 2002). Pero
ademas de todos estos efectos, ha sido demostrado su efecto inhibidor sobre la

actividad deacetilasa de histona (HDAC) (Gottlicher et al., 2001; Phiel et al., 2001;
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Mitchell et al.,, 2005), provocando la hiperacetilacion de histonas y afectando la
expresion de una gran cantidad de genes. Curiosamente, la exposicidén prenatal a
otras drogas antiepilépticas que no inhiben la HDAC no aumentan el riesgo de TEA en
nifios (Nadebaum et al., 2010; Nadebaum et al., 2011).

Tung y Winn (2010) analizé las alteraciones epigenéticas en el modelo VPA.
Estudiaron los cerebros de los embriones 3 hs luego de la exposicién al VPA y
hallaron un incremento en la acetilacién de histonas, acompafiado de cambios en la
metilacién de la histona H3, particularmente en el neuroepitelio. En otro trabajo fueron
estudiados no sélo los efectos de la exposicidn prenatal al VPA sino también a la
valpromida, un analogo de VPA sin actividad inhibitoria de HDAC (Kataoka et al.,
2011). Interesantemente, mientras que el VPA produjo un aumento transiente en los
niveles de acetilacion de histonas en el cerebro de los embriones, la valpromida no
afectd los parametros comportamentales, bioquimicos ni histolégicos de la misma
manera que el VPA .

Estos antecedentes sugieren que la ola de hiperacetilacion inducida por la
administracion prenatal de VPA juega un rol clave en la generacién del fenotipo en
este modelo animal; y aun mas, dadas las caracteristicas de las marcas epigenéticas,
este mecanismo podria ser capaz de explicar también el mantenimiento del fenotipo

durante toda la vida del animal.

49



Hipotesis vy objetivos

50



Hipotesis y objetivos

Nuestra hipotesis general de trabajo en el laboratorio supone que procesos
inflamatorios centrales, particularmente la activacion glial, subyacen el desarrollo del
autismo. De ésta se desprenden dos hipétesis alternativas, especificas para el trabajo

presentado en esta tesis:

> La activacion glial observada en el cerebro adulto afecta el comportamiento de

modo agudo, durante su evaluacion en la adultez.

> La activacién glial postnatal afecta el desarrollo postnatal, de modo de resultar
en alteraciones a largo plazo en los comportamientos relacionados con el
autismo. Existe una ventana temporal durante el desarrollo en que ocurre la
maduracion y consolidacion de los sistemas neurales responsables de los

sintomas del autismo.

A su vez, nuestro objetivo general es dilucidar el rol que juega la respuesta
inflamatoria/glial del sistema nervioso central en el autismo; y los objetivos particulares

del trabajo expuesto en esta tesis son:

> Evaluar el efecto del sexo en el modelo VPA

> Caracterizar el desarrollo postnatal de las hembras VPA

> Evaluar el efecto de un estimulo inflamatorio postnatal sobre el desarrollo de
comportamientos relacionados con el autismo en la adultez

> Elucidar los procesos moleculares que subyacen las alteraciones observadas

en el modelo
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2. Materiales y métodos

2.1 Animales

A lo largo de este trabajo se utilizaron ratones de la cepa exocriada
CrlFcen:CF1 provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires. Ratones machos y hembras adultos de 8-10
semanas de edad fueron utilizados en los apareamientos necesarios para obtener los
animales experimentales. Esta cepa exocriada fue seleccionada para su uso debido a
que se observé una mejor performance de apareamiento que con cepas endocriadas.
En todos los casos se utilizaron hembras virgenes de manera de reducir la variabilidad
en el comportamiento materno entre las distintas camadas.

Todos los animales fueron criados en el Bioterio Central de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, donde fueron expuestos a un ciclo de luz:oscuridad
12:12 hs y temperatura constante de 18-22°C. Durante todo el periodo en que los
experimentos fueron realizados los ratones tuvieron a su disposicion comida y bebida
ad libitum.

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo a las
normas para el uso de animales de laboratorio del National Institute of Health,
Washington DC, USA y aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,

Universidad de Buenos Aires (Protocolo CICUAL Nro. 6/2012).

2.1.1 Obtencion de los animales experimentales

Se realizaron apareamientos entre machos y hembras de 8-10 semanas de
edad. Cada hembra fue colocada en una jaula junto a un macho por la tarde del

denominado dia 1. A partir de la mafana del dia siguiente, antes de las 10 am, las
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hembras fueron controladas para detectar la presencia del tapén vaginal de semen, y
en caso de observarse, se considero a este como el dia gestacional 0.5 (GDO0.5). Los
ratones se mantuvieron juntos hasta el quinto dia o bien hasta que fue observada la
presencia del tapén vaginal; por la mafiana del dia 5 todas las parejas restantes fueron
separadas.

Las hembras fueron mantenidas en jaulas conteniendo 4 animales hasta el
momento del tratamiento, mientras que los machos se mantuvieron en jaulas
individuales hasta la siguiente ronda de apareamiento. Aquellas hembras a las que no
se les observo tapon vaginal fueron controladas durante 7 dias antes de volver a ser
utilizadas en la siguiente ronda de apareamiento, de manera de no utilizar hembras
prefadas.

En el GD12.5 las hembras fueron aleatoriamente asignadas a un tratamiento y
separadas en jaulas individuales. A partir del GD18, las jaulas fueron observadas
diariamente entre las 10:00 am y las 02:00 pm de manera de detectar nacimientos. El
dia del nacimiento fue indicado como dia postnatal 0 (P0O), y en funcion de evitar
alteraciones en el nido, no se realizaron cambios de viruta en las jaulas durante la
primera semana postnatal. Sélo se utilizaron camadas compuestas por 6 a 10
animales; en caso de superar las 10 crias, las excedentes fueron sacrificadas antes de
P2. Esto ultimo fue realizado ya que junto con el tamafio de la camada varia el
comportamiento y el cuidado de la hembra hacia sus crias, al mismo tiempo que la
ganancia de peso de los animales. Al regular el tamafio de las camadas se intentd
homogeneizar estos factores.

Las crias fueron destetadas a P21: fueron separadas de su madre y
mantenidas en jaulas conteniendo 4 o 5 animales del mismo sexo y tratamiento hasta
su utilizacion en los experimentos. Animales de distintas camadas pertenecientes al
mismo tratamiento fueron mezclados al momento del destete de modo de reducir el

efecto camada + jaula.
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2.2 Tratamiento prenatal

Al alcanzar el GD12.5, cada hembra prefnada fue inyectada de manera
subcutanea en el pliegue de la nuca con 600 mg/kg de VPA (valproic acid sodium salt;
Sigma, St. Louis, MO, USA) en solucion salina (grupo VPA) o con solucion salina
(grupo Sal). El volumen de inyeccion fue entre 100 y 150 ul, dependiendo del peso del

animal.

VPA
o
Sal

L
[ e

GDO.5 GD12.5 PO
Tapon Nacimiento
vaginal

Figura 2.1 - Esquema del tratamiento prenatal administrado. Hembras prefadas

fueron inyectadas de manera subcutanea con VPA o Sal en el dia de gestacién 12.5

2.3 Tratamientos postnatales

Tanto los animales VPA como Sal recibieron tratamientos postnatales segun

los requisitos de los distintos experimentos.

2.3.2 Administracion de LPS

El lipopolisacarido (LPS) es una molécula que puede ser encontrada en la

membrana externa de las bacterias gram-negativas. Es un inflamégeno capaz de
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desencadenar una respuesta inmune aguda e inespecifica (Bilbo et al., 2007) de
manera independiente del patdégeno, es decir sin producir una infeccion real.

Animales Sal y VPA fueron inyectados intraperitonealmente con 25 ug/kg de
LPS (Escherichia coli LPS, serotipo 0111:B4, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) disuelto
en solucion salina estéril (grupo LPS) o con solucion salina estéril (grupo SAL). Esta
dosis fue elegida debido a que en otros estudios en nuestro laboratorio hemos
observado que es capaz de ocasionar un aumento de la corticosterona en plasma 2 hs
después de la inyeccion, y ademas es suficiente para desencadenar la disminucion en
la locomocion relacionada con el sickness behavior. También es importante mencionar
que con dicha dosis los animales se encuentran totalmente recuperados 24 hs
post-inyeccion.

El LPS fue administrado tanto de manera aguda como de manera cronica,

dependiendo del experimento realizado.

2.3.2.1. Tratamiento agudo con LPS

En el caso del tratamiento agudo, los animales fueron inyectados con LPS o
SAL con el fin de evaluar la respuesta inflamatoria periférica aguda 2 hs después de la
inyeccion en los cuatro grupos experimentales: VPA-LPS, VPA-SAL, Sal-LPS y
Sal-SAL.

Las inyecciones se realizaron entre las 8:30 y las 10:00 am de manera de
evitar el efecto de las variaciones circadianas en los niveles de corticosterona. Se
utilizaron distintas concentraciones de LPS de manera de poder inyectar entre 100 y
150 pl para ratones mayores a P21 y de 50-100 ul para ratones menores a P21,

dependiendo del peso de cada raton.
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2.3.2.2. Tratamiento cronico con LPS

En el caso del tratamiento crénico con LPS se realizaron inyecciones de LPS o
SAL entre P21 y P35, con el objetivo de evaluar el efecto de una inflamacién postnatal
prolongada. Las inyecciones se realizaron de manera intraperitoneal, dia por medio,
entre las 10:00 y las 12:00 hs. Dentro de una jaula correspondiente a animales VPA o
Sal, los ratones fueron aleatoriamente asignados a los tratamientos de LPS y SAL,
cuidando que en cada jaula cohabitaran animales correspondientes a ambos grupos:

VPA-LPS y VPA-SAL, y Sal-LPS y Sal-SAL.

2.4 Analisis comportamentales

Todos los ensayos conductuales fueron realizados en animales adultos, a partir
de las 8 semanas de edad. Estos fueron realizados de manera secuencial en el orden
que se presentan, con un intervalo de 7 dias entre ensayos.

Previamente a la evaluacién se realiz6 un periodo de habituacion de 30
minutos en la sala donde fueron llevados a cabo los experimentos, con niveles de luz
acordes a los distintos requerimientos de los ensayos. El orden de testeo de las jaulas
fue establecido al azar, y luego de cada evaluacion el animal fue retirado de la arena
experimental, identificado y colocado en una jaula limpia. Las arenas y objetos
utilizados en los ensayos fueron limpiados con etanol 20% entre sesiones, de manera
de eliminar residuos y olores. Una vez completo el analisis de cada jaula, los animales
fueron devueltos a su jaula original.

Los ensayos fueron grabados y cuantificados mediante el software de

seguimiento digital ANY-maze (Stoelting CO, USA).
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2.4.1 Test de Interaccion Social (Social Interaction)

Con el fin de evidenciar los niveles de interaccién social de los animales
(Depino et al., 2011), se utilizd un aparato de color negro compuesto por dos
compartimentos laterales de 15x15 cm y un compartimento central de 10x15 cm. Estos
tres compartimentos se encuentran comunicados por dos aberturas de 7,5 cm de
ancho (Figura 2.2 A) a través de los cuales el raton experimental puede circular
libremente. En los compartimentos laterales se colocaron dos cilindros de Plexiglass
transparente de 7,5 cm de diametro, con agujeros que permiten que el raton atraviese
el tubo con su hocico. La base del aparato fue cubierta con viruta, que fue
reemplazada por viruta limpia luego del testeo de cada ratén. La intensidad luminica
en la sala fue de 25 lux.

El ensayo consta de una primera fase de habituacién, donde al animal se le
permite explorar libremente la arena experimental durante 5 minutos; y una segunda
fase de testeo de 10 minutos. Entre ambas fases fue colocado en uno de los cilindros
un raton juvenil de entre 21 y 28 dias de edad y mismo sexo que el ratén experimental,
de manera de evitar interacciones de tipo sexual o comportamientos agresivos;
mientras que en el otro cilindro se colocé un objeto pequefio a manera de control. El
compartimento con el ratéon fue denominado “lado social” (LS) y el compartimento con
el objeto “lado no social” (LNS). Durante ambas fases se cuantifico el tiempo de
exploracioén olfatoria del ratdon sobre cada uno de los cilindros. Se consideré como
exploracion activa los momentos en los que el animal se encontré con el hocico dentro

de alguno de los orificios del cilindro o dirigido hacia él a una distancia menor a 1 cm.

2.4.2 Test de Auto-acicalamiento (Self-Grooming)

El acicalamiento o grooming es un comportamiento tipico de los roedores, que

puede ser desencadenado por situaciones estresantes (Crawley, 2012). Para evaluar
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este comportamiento se utilizaron tubos de Plexiglass transparente de 5,5 cm de
diametro y 20 cm de alto, con uno de los extremos abiertos por donde se introdujo al
ratén (Figura 2.2 B). Posteriormente éste fue cubierto con un barbijo de manera de
evitar la salida del animal. El ensayo se realiz6 a lo largo de 3 dias consecutivos. En
los primeros dos el raton fue habituado al tubo durante 60 minutos. En el tercer dia fue
cuantificado el tiempo de acicalamiento durante 10 minutos, luego de un periodo de 10

minutos de habituacion.

2.4.3 Test de Campo Abierto (Open Field)

Este ensayo permite evaluar los niveles de comportamientos relacionados con
la ansiedad (Bailey, 2009) en un ambiente novedoso, amplio y con un centro iluminado
y desprotegido. Bajo estas condiciones altamente ansiogénicas se cuantifican los
niveles de locomocion.

El animal fue colocado dentro de la arena experimental, consistente en una
caja negra de 30x45x45 cm (Figura 2.2 C) bajo una intensidad luminica de 100 lux. La
arena fue dividida en dos secciones, el centro, un cuadrado ubicado a 13 cm de
distancia de las paredes, y la periferia. Se cuantific6 durante 10 minutos la distancia
total recorrida por el animal, y el tiempo transcurrido y la distancia recorrida en el

centro y en la periferia.

2.5 Analisis histologico

2.5.1 Procesamiento de los tejidos

Los animales fueron profundamente anestesiados con una mezcla de

clorhidrato de ketamina (80 mg/kg) y xilazina (8 mg/kg) administrada a través de una
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inyeccién intramuscular. Por razones de tamafio de los animales, en el caso de

ratones menores a P21 la inyeccion fue realizada de manera intraperitoneal.

Figura 2.2 - Aparatos empleados en los ensayos comportamentales. (A) Aparato
de tres compartimientos utilizado en el ensayo de interaccién social, (B) tubo donde se

evaluo el autoacicalamiento y (C) arena experimental del test de campo abierto.

A partir de P14, los animales fueron perfundidos transcardiacamente con
solucién salina heparinizada (0,9% NaCl, 0,20 U/ml heparina) seguida de una solucién
fria de paraformaldehido (PFA) 4% en buffer fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,2. Las
perfusiones fueron realizadas a flujo constante utilizando una bomba peristaltica (LKB
2115, LKB-produkter AB, Zurich, Suiza). Los cerebros fueron extraidos, post-fijados en
PFA por 4 hs a 4°C y criopreservados en una solucion de sacarosa 30% en PB 0,1 M

a 4°C. Este procedimiento no fue realizado en los ratones P7 por impedimentos de
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tamafo, en cambio éstos fueron rapidamente decapitados y sus cerebros post-fijados
en PFA por 24 hs, antes de ser criopreservados en sacarosa 30%.

Todos los cerebros fueron congelados con isopentano (J. T. Baker, NJ, USA)
en bafio de etanol y hielo seco y posteriormente seccionados de manera seriada en
criéstato (Leica Biosystems, Nussloch, Alemania). Los cerebros entre P7 y P42 fueron
seccionados completos cada 20 ym de manera sagital, montados en portaobjetos
gelatinizados y mantenidos a -20 °C hasta su utilizacion. Los cerebros de animales
adultos fueron seccionados de manera coronal y los cerebelos sagitalmente, cada 40
pMm, y almacenados a -20 °C en solucion de criopreservacion (3 vol de glicerol, 3 vol de

etilenglicol, 4 vol de PB 0,1M) en placas multiwell hasta su utilizacion.

2.5.2 Inmunofluorescencia

Con el fin de evaluar el estado inflamatorio en los cerebros, se realizaron
diversos analisis de inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos primarios para
proteinas especificas de los diversos tipos celulares de interés, reconocidos por
anticuerpos secundarios fluorescentes. En todos los casos se utilizé suero de burro
(donkey serum, Jackson Laboratories, West Grove, PA, USA) de manera de bloquear
el pegado inespecifico de proteinas.

Al finalizar cada protocolo las muestras fueron montadas en portaobjetos
gelatinizados y se espero su secado durante 60 min, antes de agregarles solucion de
montado de fluorescencia (13% Mowiol 4-88, 33% glicerol en Tris 0,2 M pH 8,5) y los

cubreobjetos.

2.5.2.1 GFAP

Para evaluar el estado astroglial se realizé un analisis de inmunofluorescencia

anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP), un filamento intermedio expresado por
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astrocitos en reposo, cuya expresibn es aumentada durante la astrocitosis,
permitiéndonos utilizar dicha proteina como marcador de astrocitos.

Las muestras fueron lavadas y permeabilizadas repetidas veces con PBS-Tx
0,1%, incubadas durante 45 minutos en solucion de bloqueo (suero de burro 1% en
PBS-Tx 0,1%) seguido de incubacién con el anticuerpo primario de conejo anti-GFAP
(1:700, DAKO, Glostrup, Dinamarca) durante toda la noche en agitacion. Al dia
siguiente se lavé con PB y se incubd con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488
anti-rabbit (1:200, Jackson, Baltimore, USA) durante 2 hs en oscuridad. Por ultimo, las

muestras se lavaron con PB.

2.5.2.2 IBA1

Para el analisis microglial se realizd6 un analisis de inmunofluorescencia
anti-ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (IBA1), una proteina de unién a calcio
especifica de macréfagos y microglia.

Al fijar los tejidos se altera la estructura proteica tridimensional, algunos
antigenos son resistentes al procesado con formaldehido, pero otros pierden su
reactividad inmunolégica. Mediante las técnicas de desenmascaramiento se busca
restaurar la conformacion de los epitopes. En este caso fue necesario aplicar un
protocolo de recuperacién de antigeno (antigen retrieval) luego de lavar y
permeabilizar las muestras con PBS.

Las muestras de P7 a P42, ya montadas en portaobjetos gelatinizados, fueron
incubadas con 250 ml de buffer citrato (citrato de sodio 10 mM, Tween 20 0,05%, pH
6) en un recipiente plastico y calentadas en el microondas en tres etapas diferentes
con 5 minutos de separacion, reemplazando el buffer por uno nuevo cada vez (1 min a
potencia maxima, 2 min a potencia media dos veces). Las muestras de animales
adultos fueron incubadas con 2 ml de buffer citrato en una placa multiwell en bafo
térmico a 85 °C durante 20 minutos. Posteriormente, para ambos casos se incubd con

solucion de bloqueo (suero de burro 1% en PBS-Tx 0,1%) por 60 minutos, seguido del
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anticuerpo primario de conejo anti-IBA1 (1:3000, WAKO, Osaka, Japén) por dos
noches a 4°C en agitacion. Dos dias después, se realizaron cuatro lavados
consecutivos, uno con PBS-Tx 0,1%, uno con PBS y dos con PB. Posteriormente se
incubd con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-rabbit (1:200, Jackson,
Baltimore, USA) durante 2 hs en oscuridad. Para finalizar, las muestras se lavaron con

PB.

2.5.3 Obtencion y analisis de imagenes

Se obtuvieron fotografias de los preparados con un microscopio confocal
Olympus FV300/BX61 (numero de campo 20) con un aumento de 400x. Las imagenes
de Z stack fueron tomadas cada 1 uym y analizadas con los software de procesamiento
de imagenes OlympusFluoview viewer (Versién 04.01.02.02, Olympus Co.) e ImageJ
(Version 1.48, NIH, USA). Para cada marcador, se fotografiaron entre 3 y 5 secciones
por animal en cada estructura cerebral analizada.

Se estudiaron tres regiones, corteza prefrontal, cerebelo e hipocampo; debido a
que existen evidencias de que dichas areas se encuentran afectadas en el autismo.
Dentro del cerebelo, el analisis fue limitado al l6bulo VII, donde se realizé una
subdivisién en dos zonas: capa granular (incluyendo los nucleos de las neuronas
granulares y de células de Purkinje) y capa molecular (Figura 2.3 A). Para el
hipocampo se tomaron fotografias en dos areas, CA1 y Giro Dentado (GD), las cuales
a su vez fueron subdivididas en tres zonas: Stratum Oriens, capa piramidal y Stratum
Radiatum para CA1 (Figura 2.3 B) y capa granular, capa molecular y Hilus para GD

(Figura 2.3 C).
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Figura 2.3 - Subdivisidon de las regiones cerebrales estudiadas. Se muestran las
distintas zonas analizadas en (A) el I6bulo VII del cerebelo, (B) CA1 y (C) el giro

dentado.

2.5.3.4 Cuantificacion de densidad celular

En cada fotografia de cada region de estudio se delimitaron las zonas y se
midié el area de cada una, que junto con el z stack permitieron calcular el volumen del
tejido. Al contar el numero de células dentro de cada zona fue posible cuantificar la
densidad celular.

En el caso de los astrocitos, simplemente se conté el nimero de células
GFAP+. En el caso del andlisis de la microglia, las células IBA1+ fueron cuantificadas

teniendo en cuenta los distintos estadios morfolégicos adoptando la clasificacién de
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activacion de la microglia de Kreutzberg (Kreutzberg, 1996). Se separaron las células
en Tipo |, aquellas con procesos largos, finos y ramificados; células Tipo II-lll,
poseedoras de procesos cortos y gruesos y células Tipo IV, aquellas con cuerpo

celular redondo y procesos practicamente ausentes (Figura 2.4).

Tipo | Tipo -1l Tipo IV

Figura 2.4 - Estadios de activacion de las células microgliales segin su
morfologia. De izquierda a derecha, desde el estado de reposo al de maxima

activacion, donde se asemejan a células fagociticas (Kreutzberg, 1996).

2.5.3.5 Cuantificacion de area marcada

Debido a las caracteristicas morfoldgicas de la astroglia en el cerebelo, resulta
imposible distinguir una célula de la otra, impidiendo la cuantificacion de la densidad
celular como en el resto de las regiones. Por ende, fue necesaria la cuantificacién del
area GFAP+.

Se midié el porcentaje de area inmunoreactiva para GFAP estableciendo el

umbral de modo que todas las células inmunopositivas y sus procesos fueran
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seleccionadas. Luego, al delimitar una zona se mididé el porcentaje de area ocupada

por astrocitos.

2.6 Radioinmunoensayo

Fue evaluada la respuesta periférica aguda de los animales ante un estimulo
inflamatorio, a través de la cuantificacién de los niveles de corticosterona en plasma
mediante radioinmunoensayo (RIA).

Animales VPA y Sal fueron inyectados con LPS o SAL entre las 8:30 amy las
10:00 am, con el fin de evitar el efecto de las variaciones circadianas en los niveles de
corticosterona. Los animales fueron profundamente anestesiados con una mezcla de
clorhidrato de ketamina (80 mg/kg) y xilazina (8 mg/kg) y sacrificados 2 hs después de
la inyeccion, dado que este tiempo ha sido evidenciado como el pico de los niveles de
corticosterona en sangre después de una inyeccién de LPS (Pitossi et al., 1997). La
sangre de ratones P7 fue recolectada por decapitacion, mientras que en el resto de los
animales se extrajo sangre troncal desde el corazén con aguja y jeringa heparinizadas.
La sangre fue colectada en tubos eppendorf heparinizados, se dejé reposar durante 30
minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugé 15 minutos a 1000g. Por ultimo
se separoé el plasma, que fue almacenado a -20 °C hasta su utilizacion.

La extraccién de esteroides fue realizada partiendo de 100 ul de plasma; en el
caso de los ratones P7 fue necesario utilizar plasma proveniente de dos ratones para
alcanzar dicho volumen. Se anadieron 3 vol de éter etilico y se guardaron las muestras
a -80 °C durante 30 minutos, de manera que el congelamiento evidenciara las dos
fases. Se extrajo la fase organica y se repitid el procedimiento, afiadiendo 2 vol de
éter. Ambas fases organicas se reservaron en un tubo eppendorf, que se dejé en
campana hasta evaporar completamente el solvente. Las muestras fueron
resuspendidas en 100 ul de buffer B (Tris 0,05 M pH 8, NaCl 0,1 M, Azida sddica
0,1%, BSA 0,1%).
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De manera de poder estimar la concentracién de corticosterona en las
muestras, se realizd una curva de calibracion de concentraciones conocidas de
corticosterona a partir de una solucion estandar de 2 pg/ml de hormona fria en etanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y una cantidad fija de hormona marcada (10000 dpm
1,2,6,7-*H(N)-corticosterona, Perkin-Elmer, Whaltman, MA, USA) con una actividad
especifica de 70000 Ci/mmol. Esta curva abarcé un rango de concentraciones entre
200 pg/mly 2500 pg/ml.

El ensayo fue llevado a cabo siguiendo el protocolo provisto por el fabricante
del anticuerpo anti-corticosterona (C8784, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). En un tubo
eppendorf fueron colocados 100 pl de solucién estandar o muestra con 500 pl de una
dilucién 1:30 de anticuerpo anti-corticosterona en buffer AB (Tris 0,05 M pH 8, NaCl
0,1 M, Azida sddica 0,1%) y se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, a cada tubo se le afiadieron entre 100 y 200 pl de corticosterona
marcada (1:10000 en buffer B) y se dejo incubando a lo largo de la noche a
temperatura ambiente. El volumen de hormona marcada a utilizar se determiné como
aquel en el que se hallaran 10000 dpm. Al dia siguiente, la reaccion se detuvo
colocando los tubos en hielo durante 15 minutos, y luego se afadi6 a cada uno 200 pl
de una solucién de carbon activado 0,5% con dextrano 0,05% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) en buffer B, fria y en suspension. Se incubaron los tubos en hielo durante
10 minutos y se centrifugaron a 2000g durante 15 minutos a 4 °C. Se retiraron 700 pl
del sobrenadante y se colocaron en un tubo transparente de polipropileno, se
ahadieron 1000 ul de liquido de centelleo (Optiphase Hisafe 3, Perkin-Elmer,
Whaltman, MA, USA) y se determind la radioactividad en un contador de centelleo
WALLAC.

Las cuentas totales fueron determinadas incubando la solucion de
corticosterona marcada en ausencia de corticosterona fria o muestra, anticuerpo y
solucién de carbodn-dextrano. La unién no especifica fue establecida incubando la
corticosterona marcada en ausencia de corticosterona fria o muestra y anticuerpo,
pero afiadiendo solucién de carbdn-dextrano. El porcentaje de maxima unién fue

calculado mediante la incubaciéon de corticosterona marcada en presencia de
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anticuerpo y solucion de carbén-dextrano, pero en ausencia de corticosterona fria o
muestra.
Los controles y puntos de la curva de calibracién fueron realizados por

triplicado, mientras que las muestras fueron corridas por duplicado.

2.7 Analisis epigenético

Se analizaron los niveles de acetilacion de histonas, particularmente histona

H3, de los animales Sal y VPA en cerebelo e hipocampo.

2.7.1 Extractos enriquecidos en histonas

Los extractos de proteinas nucleares enriquecidos en histonas fueron
obtenidos segun un protocolo descrito previamente (Federman et al.,, 2012). Los
animales fueron profundamente anestesiados con una mezcla de clorhidrato de
ketamina (80 mg/kg) y xilazina (8 mg/kg) y tras la decapitacién fueron extraidos y
procesados los cerebelos e hipocampos. Todos los procedimientos se realizaron a 4
°C. Los tejidos fueron colocados en un homogeneizador teflén-vidrio con 250 ul de
buffer A (HEPES 10 mM, pH 7,8, MgCl, 1,5 mM, KCI 10 mM, DDT 1 mM, butirato de
sodio 5 mM) y homogeneizados mediante un motor tipo taladro con 12 movimientos
del émbolo. El homogenato fue centrifugado a 7000 g durante 1 minuto, y el
precipitado resuspendido en 200 pl de solucion acida de H,SO, (180 ul de buffer A,
DTT 0,5 mM, PMSF 1,5 mM, 20 pl de H,SO, 1,83 M). Se incub6 durante 30 minutos en
hielo de manera de extraer las histonas desde la fraccion nuclear, y posteriormente se
centrifugd a 14500 g durante 10 minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo
tubo eppendorf y las proteinas se precipitaron en 1200 ul de acetona a -20 °C durante

toda la noche. El precipitado de proteinas basicas nucleares fue recogido por
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centrifugacion a 14500 g por 30 minutos, y el pellet resuspendido en 100 ul de buffer

de siembra. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion.

2.7.2 Western Blot

Las muestras fueron incubadas a 100 °C en bafio térmico seco durante 5
minutos e inmediatamente transferidas a hielo. Las proteinas fueron corridas en un gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) con acrilamida 15 % y electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa, para la deteccion con anticuerpos especificos. Las
membranas fueron reveladas con anticuerpos primarios anti-histona H3 total (goat
anti-histone H3, 1:2000, Abcam, Boston, USA) y anti-histona H3 acetilada (rabbit
anti-acetyl histone H3, 1:5000, Millipore, Temecula, USA) segun las especificaciones
del fabricante. La deteccion fue llevada a cabo mediante los anticuerpos secundarios
fluorescentes IRDye680RD burro anti-conejo e IRDye800CW burro anti-cabra
(1:20000, LI-COR Biosciences, Lincoln, USA), y el sistema de deteccién Odyssey
(Odyssey CLx(LI-COR) infrared imaging system). A partir de las imagenes se estimo la
densidad optica relativa mediante el software de procesamiento de imagenes ImageJ
(Version 1.48, NIH, USA). Cada membrana fue analizada con ambos anticuerpos con
el fin de determinar la relacién histona H3 acetilada/histona H3 total. El valor de esta

relacién de cada grupo fue normalizado al valor promedio del grupo Sal.

2.8 Analisis estadistico

Fueron utilizadas distintas pruebas estadisticas segun los requisitos de los
datos y el analisis lo exigiesen, detallado en cada seccion.

De manera general, dado que el tratamiento con Sal o VPA es aplicado sobre
la madre prefiada, las crias no son unidades independientes. Las crias provenientes

de la misma camada podrian ser mas similares entre si que ante otras crias, tanto
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comportamental como fisiolégicamente, lo que se conoce como efecto camada. Este
efecto puede ser tenido en cuenta y evaluado mediante pruebas estadisticas
apropiadas.

En los ensayos comportamentales fueron utilizados animales provenientes de
la misma camada, por lo que se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) anidado,
de uno o dos factores segun correspondiere, teniendo en cuenta a la camada de
origen como subgrupo. Para ello se utilizé el software InfoStat (version 2016, InfoStat
Group, Universidad Nacional de Cérdoba, Cordoba, Argentina).

En el resto de los analisis se utilizé un sélo animal proveniente de cada
camada, por lo que fueron realizados ANOVA de uno o dos factores, segun el caso.

En caso de hallar algun efecto principal o interaccién entre los factores, se
utilizé el test post-hoc LSD de Fisher para detectar significancias entre los grupos. En

todos los casos se asumié la significancia estadistica cuando p < 0.05.
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3. Caracterizacion de los efectos del VPA sobre
el estado inflamatorio y sobre el
comportamiento social en machos y hembras

adultos

El modelo de exposicién prenatal a VPA ha sido utilizado en el laboratorio con
el objetivo de estudiar el rol de los procesos inflamatorios en el desarrollo de los
comportamientos relacionados con el autismo. En la seccion 1.6.4.1 hemos
mencionado, entre otros antecedentes de nuestro grupo, que los animales VPA macho
adultos presentan una reduccion en la sociabilidad y una respuesta exacerbada central
y periférica a un estimulo inflamatorio. Ademas, muestran también signos de
activacion microglial crénica en el cerebelo (Lucchina y Depino, 2013). Todo esto
sugiere una conexién entre procesos inmunoldgicos alterados y los comportamientos
relacionados con el autismo.

La mayor parte de la investigacion en modelos animales de enfermedades
humanas, incluyendo a los TEA, ha sido realizada en animales macho (Berkley, 1992;
Blanchard et al., 1995; Sechzer et al., 1994); principalmente debido a la creencia de
que los ensayos realizados con hembras presentan mayor variabilidad, dada por la
evaluacion de animales que se encuentran en distintas fases de su ciclo estral. En el
caso de los TEA, tanto en el modelo VPA como en otros, el sesgo es comunmente
justificado debido a la mayor incidencia del desorden en nifios que en nifas (Kim et al.,
2013; Zablotsky et al., 2015).

Esto representa una problematica en el estudio del autismo, ya que son
necesarios estudios sexo-especificos de manera de asistir en la comprension de los
sintomas particulares observados en las nifias. De manera de intentar equilibrar este
sesgo, y dado que nuestro objetivo general es dilucidar el rol de la respuesta

inflamatoria en el desarrollo del autismo, y uno de nuestros objetivos especificos es
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evaluar el efecto del sexo en el modelo VPA, nos propusimos caracterizar inflamatoria
y conductualmente a los animales hembra utilizando este modelo. No obstante, de
manera de poder realizar comparaciones de forma directa sobre los efectos del
tratamiento sobre ambos sexos, los analisis fueron también realizados en animales
macho. Se realizaron distintos ensayos para evaluar los distintos parametros de
interés en animales adultos prenatalmente expuestos a una inyeccion de Sal o VPA

(Figura 3.1), detallados en las siguientes secciones.

VPA
o}
Sal IS, RIA, IF

v )
% t 7 1 o i < i
GDO0.5 GD12.5 PO P21 P60

Nacimiento Destete Adultez

Figura 3.1 - Esquema experimental general. En la adultez se realizaron los ensayos

de interaccion social (I1S), radioinmunoensayo (RIA) e inmunofluorescencia (IF).

3.1 Interaccion Social

Una de las caracteristicas principales del modelo con el cual trabajamos es la
reduccion en la interacciéon social en la adultez. Este hecho ha sido validado
numerosas veces en nuestro laboratorio con ratones macho, mediante un test de
interaccion social.

Decidimos analizar hembras y machos simultaneamente, de manera de poder
contar con un control interno del ensayo, y ademas poder comparar el efecto de
ambos factores, sexo y tratamiento prenatal. Se cuantifico el tiempo que los animales
pasaron explorando tanto a un objeto como a un ratén estimulo. Al realizar un ANOVA

anidado de dos factores, encontramos un efecto del tratamiento prenatal (F, ,, = 6.37;
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p = 0.025) y un efecto del sexo (F, ,, = 4.13; p = 0.045). Puede observarse que
mientras los machos VPA muestran niveles reducidos de sociabilidad, las hembras
VPA exploran al ratén estimulo en una proporcion de tiempo similar a las hembras Sal
(Figura 3.2 A).

Este mismo fendmeno puede observarse en la Figura 3.2 B, tanto los ratones
Sal (F, .y = 6.88; p = 0.015) y VPA (F, ,, = 8.43; p = 0.009) hembras, como los
ratones Sal machos (F; , = 6.69; p = 0.015) pasan una cantidad de tiempo
significativamente mayor explorando el lado social del aparato, que contiene al ratén
estimulo, frente al lado no social, que contiene al objeto. En cambio, esta exploracion
diferencial se encuentra ausente en los ratones VPA machos (F, 5, = 0.83; p = 0.368),
quienes pasan la misma cantidad de tiempo olfateando al raton y al objeto.

Estos resultados sugieren que la administracion prenatal de VPA afecta los
niveles de sociabilidad en la adultez de manera sexo-especifica. Si tenemos en cuenta
ademas que los animales provienen de las mismas camadas, es decir que comparten
el trasfondo genético y el ambiente pre y postnatal, la anterior afirmacién adquiere

mayor solidez.

3.2 Respuesta inflamatoria periférica

Estudios previos realizados en el laboratorio examinaron los efectos del VPA
en la respuesta del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), utilizando una inyeccién de
LPS como estimulo inflamatorio y evaluando los niveles de corticosterona en plasma 2

hs después, a través de un radioinmunoensayo (Figura 3.3).
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Figura 3.2 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la interaccién social
en animales machos y hembras durante la adultez. Se cuantificé la proporcion del
tiempo que los animales pasaron olfateando al ratén estimulo sobre el tiempo total de
exploracion. Los animales VPA machos mostraron menores niveles de exploracion
social (A). Al mismo tiempo, estos ratones son los Unicos que no presentan una
preferencia por el lado social (B). N machos: Sal = 15, VPA = 18; N hembras: Sal = 12,
VPA = 11. Test LSD de Fisher: ** p < 0.01. ANOVA de un factor: # p < 0.05, ## p <

0.01. Se grafica la media + SEM. LS, lado social; LNS, lado no social.
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Figura 3.3 - Esquema experimental del estudio de la respuesta inflamatoria

periférica en la adultez.

La inyeccidn intraperitoneal de LPS, un inflamégeno presente en la membrana
externa de las bacterias gram-negativas, desencadena una respuesta inflamatoria
aguda (Bilbo et al., 2007), por lo que puede utilizarse para simular una infeccion
bacteriana de manera independiente del patégeno. Este modelo ha sido utilizado
ampliamente para estudiar respuestas inflamatorias agudas tanto de manera periférica
como central (Pitossi et al., 1997).

Al realizar un ANOVA de dos factores no se hallaron diferencias en los niveles
basales de corticosterona en plasma entre los grupos VPA y Sal. Sin embargo, la
inyeccion de LPS activd el eje HPA en ambos grupos (F, 5 = 32.31; p < 0.001),
provocando la liberacion de mayores niveles de corticosterona, como era esperado.
Dado que no fue hallada una interaccién entre los factores, la respuesta inflamatoria
periférica no se encuentra exacerbada en machos adultos CF1 (Figura 3.4). Nota:
estos datos corresponden a parte de un experimento realizado por el Lic. Marcos
Campolongo en el marco de su tesis doctoral.

Realizamos este mismo experimento en animales hembra y machos
simultaneamente, con los animales utilizados en el ensayo de interaccion social. Dado
que nos interesa particularmente comparar la respuesta de los animales expuestos a
la inyeccion de LPS, y debido también a limitaciones en el nimero de animales, en

ratones macho soélo se estudiaron los grupos Sal-LPS y VPA-LPS.
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Figura 3.4 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA en la respuesta inflamatoria
periférica ante un estimulo inflamatorio en animales macho durante la adultez.
Se midieron los niveles de corticosterona en plasma 2 hs luego de la administracion de
LPS intraperitoneal, por medio de radioinmunoensayo. Ambos grupos responden de
manera normal al estimulo inflamatorio. N: Sal-SAL = 4, Sal-LPS = 5, VPA-SAL = 4,
VPA-LPS = 4. Test LSD de Fisher: * p < 0.05, *** p < 0.001. Se grafica la media + SEM

Debido a que no contdbamos con animales de ambos sexos en todos los
grupos experimentales, el analisis estadistico se realizdé separando los datos de ambos
sexos. Utilizando un ANOVA de un factor no pudieron encontrarse diferencias
significativas en la respuesta inflamatoria de los ratones machos de ambos grupos, al
igual que en el caso anterior (Figura 3.5). Para analizar a las hembras fue aplicado un
ANOVA de dos factores que no mostréd diferencias en los niveles basales de
corticosterona, pero si un aumento de corticosterona en plasma ante la administracién
de LPS (F, 5, = 124.61; p < 0.001). Ademas, el ANOVA revel6 una interaccion
significativa entre ambos factores (F, ,,, = 6.61; p = 0.018), por lo que puede
concluirse que ante un estimulo inflamatorio las hembras VPA presentan una mayor

liberacion de corticosterona que las hembras Sal (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA en la respuesta inflamatoria
periférica ante un estimulo inflamatorio en animales machos y hembras durante
la adultez. Aunque las hembras de ambos grupos responden al LPS aumentando la
liberacion de corticosterona, las hembras VPA presentan una mayor respuesta. Este
fendmeno de exacerbacién no se presenta en los animales machos. N machos:
Sal-LPS = 4, VPA-LPS = 5; N hembras: Sal-SAL = 5, Sal-LPS = 7, VPA-Sal = 6,
VPA-LPS = 7. Test LSD de Fisher: * p < 0.05, *** p < 0.001. Se grafica la media +
SEM.

Podemos hablar, entonces, de una exacerbacion de la respuesta inflamatoria
periférica ante un estimulo inflamatorio en las hembras VPA. Este hecho contrasta con

lo observado en machos, quienes no presentan alteraciones en su respuesta al LPS.

3.3 Neuroinflamacion

Con el objetivo de caracterizar el estado inflamatorio central, estudiamos la

activacion astro y microglial. Decidimos enfocarnos en el hipocampo, el cerebelo y la
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corteza prefrontal, ya que dichas regiones se encuentran vinculadas con los
comportamientos relacionados con el autismo observados en nuestro modelo. Dentro
del hipocampo y el cerebelo existen distintas zonas que pueden distinguirse por los
cambios en la densidad y morfologia de sus células. De manera de evitar que estas
variaciones anatomicas naturales pudieran enmascarar algun posible efecto del
tratamiento, decidimos analizarlas por separado, como se detalla en la seccion 2.5.3.

En esa seccion también pueden encontrarse detalladas la metodologia y
especificaciones del analisis. Brevemente, cuantificamos la densidad celular de
astrocitos y area GFAP positiva, y la densidad celular de cada tipo de células
microgliales: tipo |, tipo II-lll y tipo IV. Esto ultimo fue realizado de manera de estimar el
nivel de activacion de la microglia, clasificando las células segun su morfologia. En
todas las zonas estudiadas las células de tipo | comprendieron la mayoria celular en
ambos grupos, mientras que las células de tipo IV practicamente no fueron
observadas.

En una primera instancia caracterizamos a los animales hembras, y
posteriormente, en caso de observar efectos en alguna region en particular, fueron

analizados también los animales machos.

3.3.1 Corteza prefrontal

Ambos tipos de células gliales mostraron una distribucion homogénea a lo
largo de la corteza prefrontal en los animales Sal y VPA. No se encontraron diferencias

en la densidad celular de astrocitos ni en la de células microgliales (Figura 3.6)
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Figura 3.6 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA en la densidad glial en la
corteza prefrontal en animales hembra durante la adultez. No fueron encontradas

diferencias en la densidad celular de astro y microglia. Se grafica la media + SEM

Podemos concluir que la exposicion prenatal a VPA no afecta la activacion glial

en la corteza prefrontal en hembras adultas.

3.3.2 Hipocampo

Analizamos ambas regiones del hipocampo, el giro dentado (GD) y la CA1.
Dividimos el giro dentado en tres zonas, las capas granular y molecular, y el hilus. Sin
embargo, en ninguna de ellas encontramos alteraciones en la densidad astro y

microglial (Figura 3.7).

80



| Astrocitos y Microglia |
ooy A GD - capa Molecular = sal E15' B 6D - capa Molecular )
= m VPA 5
=3 = o
- [ 3 T "1 T
e £ T ..
- B y
. E -
S 10+ 8 51 :
o -
g g 0.2
w0
é 0 T g 0 T T 0.0 T
e Totales Tipo | Tipo I1-111
T
— C GD - Capa Granular 215' D GD - Capa Granular
EL 10+ = 1.0+
S g
S 8- = 0.8+
= Z104 T T
7 - g T i
8 = 2
% 4 3 5 0.4
g 2 E 0.2-
@ ‘B
) T 50 T T 0.0 T
a n D —————
Totales  Tipo | Tipo 11111
~ E  cp-is £151 F 6o Hitus
E_ 60+ " 1.5-
3 = | =
e | = 310 - 1
‘@ 404 L 1.0+
L =
5 k-
1]
;- 3 &
8 204 3} 0.5+
3 E
‘w B
§ 0 ; &0 T T 0.0 r
3 ——
Totales Tipo | Tipo 1-111

Figura 3.7 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA en la densidad glial en el
giro dentado en animales hembras durante la adultez. No existen diferencias en la
densidad de astrocitos ni de células microgliales en la capa molecular (A, B), capa
granular (C, D) y hilus (E, F) del giro dentado. Se grafica la media + SEM. GD: giro

dentado.
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En cuanto a CA1, también fue dividido en tres zonas: stratum oriens, capa
piramidal y stratum radiatum. Encontramos que la densidad microglial de los animales
VPA no difiere en cuanto a la de los animales Sal para ningun tipo celular, con
excepcion de la capa piramidal. En esta zona, las hembras expuestas a VPA
presentan una menor densidad de células de tipo II-lll (F, , = 16.06; p = 0.005),
aunque no presentan diferencias en la densidad de células totales o de tipo | (Figura
3.8 D). El tratamiento con VPA no produjo cambios en la densidad celular astrocitica
en ninguna de las zonas de CA1 (Figura 3.8 A, C, E).

Dado que la capa piramidal ocupa un area pequefia en cada foto de la regién
CA1, y las células tipo IlI-lll no son especialmente abundantes (en ningun caso se
conté mas de una por foto), creemos que este resultado es muy sensible a errores de
tipo humano. Por ello, y teniendo en cuenta ademas que no se hallaron alteraciones
en ninguna otra region hipocampal, consideramos que no debe tomarse éste como un
resultado especialmente relevante.

Dejando esto ultimo de lado, podemos concluir que el tratamiento con VPA no
genera alteraciones en la densidad astrocitica ni microglial en el hipocampo de

hembras adultas.

3.3.3 Cerebelo

Existen evidencias de que el I6bulo VII del cerebelo se encuentra relacionado
con la modulacion de los niveles de sociabilidad (Shi et al., 2009), por lo que
decidimos enfocarnos especificamente en este I6bulo. En los I6bulos del cerebelo
podemos distinguir dos zonas, una capa molecular y una capa de células granulares.

Entre ellas se encuentra la capa de células de Purkinje.
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Figura 3.8 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA en la densidad glial en la
region CA1 en animales hembras durante la adultez. Las hembras VPA no
presentan alteraciones en la densidad microglial en el stratum oriens (B) ni stratum
radiatum (F), aunque si presentan una menor densidad de células de tipo ll-lll en la
capa piramidal (D). La densidad astrocitica no se encuentra alterada en ninguna de

estas zonas (A, C, E). ANOVA de un factor: ** p < 0.01. Se grafica la media + SEM.

83



La astroglia en el cerebelo presenta una distribucién especial. A lo largo de la
capa molecular pueden observarse las prolongaciones de la llamada glia de
Bergmann, cuyos somas se encuentran entre las células de Purkinje, formando una
empalizada. Dentro de la capa granular, los astrocitos se encuentran dispersos de
manera aleatoria, formando una red. Estas caracteristicas hacen imposible distinguir
un cuerpo celular de otro, de manera de poder calcular la densidad celular en la
region, por lo que cuantificamos el area GFAP positiva en estas zonas.

Observamos que las hembras expuestas prenatalmente a VPA presentan una
densidad de células microgliales totales significativamente mayor a los animales Sal

(Fy 7 = 8.36; p = 0.023) en la capa molecular, y no asi en la capa granular, aunque

(
puede observarse la misma tendencia (Figura 3.9 B, D). Para el caso de la astroglia
los resultados son muy similares, ya que pudimos hallar diferencias significativas en la
capa molecular (F, ; = 6.73; p = 0.036) pero no en la capa granular, donde también
existe una tendencia a un mayor porcentaje de area GFAP positiva en los animales
hembra VPA (Figura 3.9 A, C).

Ya que encontramos sefiales de activacion astro y microglial en el cerebelo de
las hembras VPA adultas, decidimos realizar este mismo analisis en los cerebelos de
los animales machos, a fin de poder comparar el estado neuroinflamatorio de ambos
SEexos.

No hallamos diferencias en la densidad de células microgliales de ningun tipo
al estudiar la capa granular, aunque si encontramos una menor densidad de células de
tipo II-1ll en la capa molecular (F, , = 23.86; p = 0.002; Figura 3.9 B, D). No se
observaron cambios en el area GFAP positiva en ninguna de las dos capas (Figura 3.9
A, C).

Estos resultados sugieren que los animales machos, contrariamente a lo
hallado en los animales hembras, no presentan signos de inflamacién en el cerebelo.
Aun mas, los resultados indicarian la presencia de un fenotipo donde la activacion
microglial se encuentra disminuida. Sin embargo, nos hallamos frente a un caso similar
al de la capa piramidal de CA1 en los animales hembras, la poca cantidad de células

involucradas y el contexto sin alteraciones nos llevan a desestimar este resultado.
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Figura 3.9 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA en la densidad glial en el I6bulo VII
del cerebelo de animales machos y hembras durante la adultez. Los animales hembras
presentan un mayor porcentaje de area GFAP-positiva en la capa molecular (A) pero no asi en
la granular (C), asi como mayor densidad de células microgliales totales en la capa molecular
(B) y no en la granular (D). Los animales machos muestran una menor densidad de células
microgliales de tipo Il-Ill unicamente en la capa molecular (B). ANOVA de un factor: * p < 0.05,
* p <0.01. Se grafica la media + SEM. Cer: cerebelo.
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3.4 Discusion y conclusiones

El objetivo que guid el disefio de los experimentos de esta seccion en particular
fue el de evaluar el efecto del sexo en el modelo VPA. Hemos hallado efectos
diferenciales de la exposiciéon prenatal al VPA en el comportamiento social y en el
estado inflamatorio periférico y central de los animales.

Los resultados obtenidos en el ensayo de interaccién social siguen la misma
linea que los reportados en otros estudios, donde es observada una reduccién en la
sociabilidad en los ratones macho adultos (Kim et al., 2013; Lucchina y Depino, 2014;
Schneider et al., 2008) pero no asi en las hembras (Kim et al., 2013; Schneider et al.,
2008).

Los efectos sexo-especificos se extienden a la respuesta inflamatoria periférica
frente a un estimulo inflamatorio. Evidenciamos que mientras los animales machos Sal
y VPA responden al LPS elevando los niveles de corticosterona en plasma en
magnitudes similares, las hembras VPA presentan mayores niveles de la hormona en
comparacion con las Sal. Es por esto que podemos concluir que mientras los machos
presentan una respuesta inflamatoria periférica normal, las hembras exhiben una
respuesta exacerbada. Las hembras presentan mayores niveles de corticosterona en
plasma de manera natural (Carey et al., 1995; Figueiredo et al., 2002), pero ademas,
también presentan una mayor respuesta ante un estrés en comparacién con los
machos (Figueiredo et al., 2002; Pollard et al., 1975; Le Mevel et al., 1979). Creemos
que el VPA podria estar actuando sobre este dimorfismo, incrementando la de por si
ya mayor reactividad de las hembras (ver seccion 7.4.1).

Con respecto a la neuroinflamacion, realizamos una cuantificacion de la
densidad astro y microglial en la corteza prefrontal, hipocampo y cerebelo en ratones
hembras, hallando un incremento en la densidad celular de astrocitos y microglias
unicamente en la capa molecular del cerebelo de los animales VPA. Sin embargo,
cuando analizamos el cerebelo de los ratones machos, no pudimos encontrar ningun
signo de activacion glial. Este hecho no sdélo implica un efecto sexo-especifico del VPA

sobre la neuroglia, sino que ademas no se condice con los resultados obtenidos
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anteriormente en el laboratorio, donde se encontrd activacién microglial en el cerebelo
de los ratones machos.

Los estudios previos fueron realizados con animales pertenecientes a una F1
hibrida, resultado de la cruza de hembras BALB/c con machos C57. Sin embargo, en
esta tesis hemos utilizado ratones de la cepa exocriada CrlFcen:CF1 (ver seccién 2.1).
Esta cepa fue seleccionada debido a su mejor rendimiento en los apareamientos que
las cepas endocriadas.

Numerosos trabajos muestran la existencia de diferencias fisioldgicas,
comportamentales y anatdomicas entre distintas cepas endocriadas. Entre ellas,
podemos encontrar comportamientos relacionados con la ansiedad (Crawley et al.,
1997; van Gaalen y Steckler, 2000), actividad motora (Brooks et al., 2004), habilidades
cognitivas (Brooks et al., 2005), comportamientos relacionados con la depresién y la
ansiedad (Miller et al., 2010), sensibilidad a drogas antidepresivas (Crowley et al.,
2005), expresion de perfiles cognitivos y comportamentales durante el desarrollo
(Molenhuis et al., 2014), niveles de sociabilidad y de preferencia por la novedad social
(Moy et al., 2004), comportamiento social, dominancia y agresividad, y perfiles de
vocalizaciones ultrasénicas (Faure et al., 2016). Usualmente, estas diferencias se
encuentran justificadas por el distinto trasfondo genético de los animales.

Consideramos que algo similar puede estar ocurriendo en este caso, donde las
diferencias genéticas entre las cepas utilizadas se encontrarian detras de las
diferencias en el efecto del VPA sobre la activacién glial en machos. Dado que este es
un efecto sutil, es mas proclive a verse afectado por el trasfondo genético del animal.
Este fendmeno no se observa con respecto al comportamiento social, donde el VPA
genera una marcada reduccion en los niveles de exploracién en los animales de

ambas cepas.
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4. Caracterizacion del estado inflamatorio
central y periférico durante el periodo

postnatal

A lo largo de la seccidn 3 analizamos los efectos del tratamiento prenatal con
VPA en ratones adultos. Observamos que aunque los ratones macho presentan
niveles reducidos de sociabilidad, no presentan alteraciones en la respuesta
inflamatoria periférica ni en su estado neuroinflamatorio. Por el contrario, los animales
hembra presentan un fenotipo conductual con niveles normales de sociabilidad, pero
una respuesta inflamatoria periférica exacerbada y signos de activacion glial en el
cerebelo.

Estas alteraciones podrian ser consecuencia de dos fendmenos distintos. Por
un lado, la administracion prenatal de VPA podria generar cambios que, al ser
mantenidos a lo largo del tiempo, produjeran los fenotipos sexo-especificos que
observamos en la adultez. Por el otro lado, la exposicion a VPA en un momento critico
podria ocasionar alteraciones en el desarrollo ulterior de los sistemas involucrados,
generando como consecuencia los fenotipos hallados en el modelo.

Existe un estudio en el que ha sido demostrado que unicamente la exposicion a
VPA en el dia gestacional 12.5 es capaz de provocar los sintomas relacionados con el
autismo (Kim et al., 2011). Ademas, los sintomas de los TEA aparecen tipicamente
durante los primeros afios de la infancia, momento hasta el cual los niflos suelen
desarrollarse normalmente. Estos hechos nos llevan a inclinarnos por la segunda
alternativa, e hipotetizar ademas que existe un periodo critico durante el desarrollo
postnatal en el que ocurre la maduracion y consolidacion de los sistemas neurales
responsables de los sintomas del autismo.

Identificar este periodo critico podria ayudarnos a elucidar los mecanismos
biolégicos que alteran el desarrollo y resultan en las alteraciones conductuales y

fisiologicas que se observan en el modelo VPA. El objetivo de esta seccion es
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determinar el momento del desarrollo postnatal en el que aparecen las alteraciones
inflamatorias observadas en las hembras adultas. Para ello, caracterizamos la
respuesta inflamatoria periférica y el estado neuroinflamatorio central en el periodo

comprendido entre P7 y P42 en ratones hembra (Figura 4.1)
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Figura 4.1 - Esquema experimental general.

4.1 Respuesta inflamatoria periférica

Como se ha mostrado en la seccion 3, las hembras VPA adultas muestran una
respuesta inflamatoria periférica exacerbada ante la administracion de un estimulo
inflamatorio, evidenciada por el aumento de corticosterona en plasma 2 hs después de
la inyeccion. De manera de evaluar si este fendbmeno se encuentra presente en
edades tempranas, de igual forma que en el experimento anterior, inyectamos a las
crias intraperitonealmente con SAL o LPS a distintas edades postnatales y medimos
los niveles de corticosterona en plasma 2 hs después de la inyeccion, a través de un
radioinmunoensayo. Como se ha mencionado previamente, el LPS desencadena una
respuesta inflamatoria aguda, y es ampliamente utilizado para simular una infeccion
bacteriana.

No hallamos diferencias en los niveles basales de corticosterona entre los
grupos VPA y Sal en ninguna de las edades postnatales estudiadas (Figura 4.2). Por
otro lado, la inyeccion de LPS activd el eje HPA en todos los animales (Efecto del
tratamiento postnatal: F, ;, = 9.94; p = 0.008 para P7; F, ,, = 6.88; p = 0.017 para
P14; F, 15 = 28.54; p < 0.001 para P21; F, ,, = 10.72; p = 0.004 para P28; F, , =
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18.96; p < 0.001 para P35y F, ;) = 8.223; p = 0.015 para P42) como era esperado
(Figura 4.2). No se observo interaccion entre el tratamiento prenatal y el postnatal, por

lo que no existe una respuesta periférica exacerbada entre P7 y P42.

. s o SaFSAL
300+ ## O SalLPS
% - VPA-SAL
# @ VPA-LPS
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Figura 4.2 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la respuesta periférica
ante un estimulo inflamatorio en animales hembras durante el periodo postnatal.
La administracion de VPA no afecta los niveles de corticosterona en plasma a nivel
basal ni tras la administracion de LPS, a lo largo de todo el periodo postnatal. Todos
los valores se encuentran normalizados a la media del grupo Sal-SAL de la edad
correspondiente de manera de facilitar su presentacion en el mismo gréfico, ya que los
niveles de corticosterona varian a lo largo de las distintas etapas del desarrollo
postnatal. Test LSD de Fisher: * p < 0.05, *** p < 0.001, VPA-SAL vs VPA-LPS; #p <
0.05, ## p < 0.01, Sal-SAL vs Sal-LPS. Se grafica la media + SEM.

Estos resultados muestran que los ratones hembras poseen un estado
inflamatorio periférico normal a edades tempranas, independientemente del

tratamiento prenatal recibido. Por lo tanto, esto sugiere que las alteraciones
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observadas en las hembras VPA adultas deben surgir en algun momento entre P42 y

la adultez.

4.2 Neuroinflamacion

En la seccion anterior estudiamos la activacién de la astro y microglia en la
corteza prefrontal, hipocampo y cerebelo en ratones adultos. Encontramos que las
hembras VPA presentan signos de activacion glial en el cerebelo, en particular una
mayor densidad de células microgliales totales y un mayor porcentaje de area GFAP
positiva en la capa molecular del I6bulo VII.

Este estado neuroinflamatorio alterado observado en animales adultos podria
deberse a una activacion glial crénica con inicio a edades tempranas, aunque también
podria aparecer en un periodo postnatal tardio. De manera de poder discernir entre
ambas posibilidades, caracterizamos el estado de activacion glial en crias hembra
entre P7 y P42 de manera andloga a lo realizado para los animales adultos.
Brevemente, analizamos la densidad astro y microglial en corteza prefrontal,

hipocampo y cerebelo a través de inmunofluorescencia.

4.2.1 Corteza prefrontal

Al igual que en el caso de los animales adultos, se observd una distribucion
homogénea de los astrocitos y las células microgliales en la corteza prefrontal a lo
largo del desarrollo postnatal, y también entre ambos grupos, ya que no se hall6 efecto

del tratamiento prenatal (Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad glial en la
corteza prefrontal en animales hembras durante el periodo postnatal. En todas las
edades estudiadas los animales Sal y VPA muestran densidades astrocitarias (A) y

microgliales (B, C y D) similares en la corteza prefrontal. Se grafica la media + SEM.

4.2.2 Hipocampo

Dentro del hipocampo, se analizaron las regiones CA1 y giro dentado,
dividiendo ambas en tres zonas, como se explica en la seccion 2.5.3.

En el giro dentado (GD), encontramos que los animales VPA presentan un
aumento en la densidad de células GFAP positivas en las capas molecular (F, g =
17.93; p = 0.003) y granular (F, 4 = 7.84; p = 0.023) a P21, aunque no se hallaron
diferencias en el hilus (Figura 4.4). Tampoco fueron halladas diferencias entre los

grupos experimentales para las células microgliales de tipo | o para la densidad celular
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microglial total en ninguna de las tres zonas (Figura 4.5 A, C y E, y Figura 4.6). En
cambio, para las células microgliales de tipo ll-ll, los animales VPA mostraron una
densidad celular elevada en la capa molecular a P21 (F, ¢ = 6.25; p = 0.047), y en el
hilus a P21y P28 (F, ; = 6.79; p = 0.040 y F, 4 =5.23; p = 0.051, respectivamente),

pero no en la capa granular (Figura4.5B, Dy F).

A

GD - Capa molecular [ sal
N VPA

(vy)

8- GD - Capa granular

&
o

sk

g
?

(%]
(=]
1

h3
o
1

==
(=]
1
ha
1

o
1

Densidad celular (cél./100 pma}
T '

Densidad celular (cél./100 pm®)

P7 P14 P21 P28 P35 P42 P7 P14 P21 P28 P35 P42

GD - Hilus

-
(=]
(=]

@
e

g

g

)
e

Densidad celular (cél./100 gm3)
L=

P7 P14 P21 P28 P35 P42

Figura 4.4 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad astroglial
en el giro dentado en animales hembras durante el periodo postnatal. A P21 las
hembras VPA presentan mayor densidad de células GFAP+ en las capas molecular
(A) y granular (B), aunque no en el hilus (C). Fotografias representativas de
microscopia confocal de inmunofluorescencia anti-GFAP realizadas en ratones Sal (D)
y VPA (E) a P21. ANOVA de un factor: * p < 0.05, ** p < 0.01. Se grafica la media +
SEM. Barra de escala, 50 um. GD, giro dentado; ML, capa molecular; GL, capa

granular; Hil, hilus.
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Figura 4.5 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad de células
microgliales de tipo | y tipo lI-lll en el giro dentado de animales hembras durante
el periodo postnatal. La densidad de las células microgliales de tipo | no presenta
diferencias entre los grupos a ninguna de las edades estudiadas (A, C, E), aunque si
fue hallada una mayor densidad celular microglial de tipo Il-lll a P21 en la capa

molecular (B), y a P21 y P28 en el hilus (F). ANOVA de un factor: * p < 0.05. Se grafica
la media + SEM. GD, giro dentado.
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Figura 4.6 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad de células
microgliales totales en el giro dentado de animales hembras durante el periodo
postnatal. No fueron halladas diferencias en la densidad de células microgliales
totales en ninguna de las regiones del giro dentado (A, B, C). Fotografias
representativas de microscopia confocal de inmunofluorescencia anti-IBA1 realizadas
en ratones Sal (D) y VPA (E) a P21. Se grafica la media + SEM. Barra de escala, 50

pm. GD, giro dentado; ML, capa molecular; GL, capa granular; Hil, hilus.

Al analizar la region CA1 encontramos que el tratamiento prenatal con VPA
genero un aumento de la densidad celular GFAP positiva en el stratum oriens (F , 4 =
10.88; p = 0.011) y en la capa piramidal a P21 (F, 4 = 33.82; p < 0.001), ademas de
un efecto similar en el stratum radiatum a P21, P28 y P42 (F“’S) =12.92; p = 0.007; me
g = 095, p=0.046y F, 4 = 7.06; p = 0.029, respectivamente) (Figura 4.7). Los
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animales VPA también presentan alteraciones en la microglia, ya que se observo un
aumento en la densidad celular total en el stratum oriens (F, 4 = 5.50; p =0.048) y la
capa piramidal (F 4 = 5.19; p = 0.052) a P35 (Fig. 4.9). Ademas, la densidad celular
de microglia de tipo | se hallé particularmente aumentada a P35 (F, 4 = 6.14; p =

0.038) (Figura 4.8 C).
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Figura 4.7 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad astroglial
en la region CA1 en animales hembra durante el periodo postnatal. Se observé un
aumento en la densidad de células GFAP+ en el stratum oriens (A) y la capa piramidal
(B) a P21, y en el stratum radiatum (C) a P21, P28 y P42. Fotografias representativas
de microscopia confocal de inmunofluorescencia anti-GFAP realizadas en ratones Sal
(D) y VPA (E) a P21. ANOVA de un factor: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Se
grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 ym. St Or, stratum oriens; St R, stratum

radiatum; PL, capa piramidal.
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Figura 4.8 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad de células
microgliales de tipo | y tipo II-lll en la regién CA1 de animales hembras durante el
periodo postnatal. Los animales VPA muestran alteraciones en la densidad de
células microgliales de tipo | en la capa piramidal (C) a P35, pero no en el stratum
oriens (A) ni en el stratum radiatum (E), ni tampoco en la densidad de células de tipo
[I-11l en ninguna de las regiones (B, D, F). ANOVA de un factor: * p < 0.05. Se grafica la
media + SEM.
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Figura 4.9 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad de células
microgliales totales en la region CA1 de animales hembras durante el periodo
postnatal. Se encontré un aumento en la densidad de células microgliales totales en
el stratum oriens (A) y en la capa piramidal (B) a P35, pero no en el stratum radiatum
(C). Fotografias representativas de microscopia confocal de inmunofluorescencia
anti-IBA1 realizadas en ratones Sal (D) y VPA (E) a P35. ANOVA de un factor: * p <
0.05. Se grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 ym. St Or, stratum oriens; St R,

stratum radiatum; PL, capa piramidal.

En resumen, las crias VPA muestran signos de activacién glial en el destete
tanto en el giro dentado como en la region CA1, persistiendo hasta edades mas

tardias en algunas zonas pero no en otras. Dejando de lado estas diferencias locales,
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puede concluirse que P21 pareceria ser el momento mas critico para la

neuroinflamacion hipocampal.

4.2.3 Cerebelo

Al cuantificar el area GFAP positiva en las capas molecular y granular del
I6bulo VII del cerebelo encontramos en los animales VPA una disminucién en el
porcentaje de area marcada en ambas capas a P35 (F, 5 = 12.70; p = 0.007 para la
capa molecular; y F, 4 = 6.96; p = 0.030 para la granular), seguido de un aumento a
P42 (F, 4 = 5.46; p = 0.048 para la capa molecular; y F, 5 =11.30; p = 0.010 para la
granular), también en ambas capas (Figura 4.10).

Con respecto al analisis microglial, los resultados fueron similares a los
obtenidos en el giro dentado para la densidad celular total y de células de tipo |, donde
no se hallaron diferencias entre los grupos (Figura 4.11 Ay C, y 4.12). Sin embargo,
las crias VPA mostraron una disminucion en la densidad de células de tipo II-Ill en la
capa granular a P28 (F, 4 = 13.23; p = 0.007) y P35 (F, ,, =7.78; p = 0.027), que no
fue observada en la capa molecular (Figura 4.11 B y D).

Estos resultados muestran que las alteraciones gliales en el I6bulo VII del
cerebelo de hembras VPA comienzan en un periodo particular durante el desarrollo. A
pesar de que la astro y microgliosis parecieran seguir distintas lineas temporales,
ambas mantienen el mismo perfil: una reduccion inicial seguida de un aumento en la
densidad celular y el area positiva.

Dado este fendmeno, el estado de activacion glial observado en el cerebelo de
hembras adultas podria ser explicado como consecuencia de un mecanismo

compensatorio.
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Figura 4.10 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad
astroglial en el I6bulo VII del cerebelo en animales hembras durante el periodo
postnatal. Los animales VPA presentan un menor porcentaje de area de células
GFAP+ en las capas molecular (A) y granular (B) a P35, aunque un mayor porcentaje
a P42 en ambas capas. Fotografias representativas de microscopia confocal de
inmunofluorescencia anti-GFAP realizadas en ratones Sal (C) y VPA (D) a P35, y Sal
(E) y VPA (F) a P42. ANOVA de un factor: * p < 0.05, ** p < 0.01. Se grafica la media +

SEM. Barra de escala, 50 ym. ML, capa molecular; GL, capa granular.
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Figura 4.11 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad de
células microgliales de tipo | y tipo II-lll en el I6bulo VI del cerebelo de animales
hembra durante el periodo postnatal. No fueron halladas diferencias en la densidad
de células microgliales de tipo | en ninguna de las dos capas (A, C), aunque si se
encontré una menor densidad microglial de células de tipo Il-Ill a P28 y P35 en la capa
granular (D) de los animales VPA. ANOVA de un factor: * p < 0.05, ** p < 0.01. Se

grafica la media + SEM.
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Figura 4.12 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad de
células microgliales totales en el I6bulo VII del cerebelo de animales hembras
durante el periodo postnatal. La administracion de VPA no afecta los niveles de
densidad de células microgliales totales en las capas molecular (A) ni granular (B).
Fotografias representativas de microscopia confocal de inmunofluorescencia anti-IBA1
realizadas realizadas en ratones Sal (C) y VPA (D) a P28, y Sal (E) y VPA (F) a P35.

Se grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 um. ML, capa molecular; GL, capa

granular.
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4.3 Periodo critico en animales macho

Hemos visto que las hembras adultas presentan activacion glial Unicamente en
el cerebelo, mientras que las crias lo hacen también en el hipocampo. Esto significa
que en algunas regiones del cerebro de los animales VPA la gliosis es transitoria,
pudiendo sus consecuencias afectar el comportamiento a largo plazo. Considerando
esto, y dado que los machos VPA adultos no presentan un estado inflamatorio
alterado, hipotetizamos que podria existir un periodo durante el desarrollo postnatal en
las crias macho donde si se presenten alteraciones inflamatorias.

Para poner a prueba esta hipotesis evaluamos la respuesta inflamatoria
periférica y la activacion glial en animales machos y hembras a P21. Esta edad fue
elegida teniendo en cuenta que es el momento en el que se encontraron la mayor

cantidad de alteraciones en los animales hembras.

4.3.1 Respuesta inflamatoria periférica

Hemos mencionado previamente que ante la administracién de un estimulo
inflamatorio tal como el LPS, las hembras VPA adultas muestran una respuesta
inflamatoria periférica exacerbada. Esto significa que sus niveles de corticosterona en
plasma son mayores que aquellos de los animales Sal-LPS. Sin embargo, esta
exacerbacion debe surgir luego de P42, ya que entre P7 y P42 las crias VPA muestran
una respuesta normal al LPS.

Para evaluar la respuesta del eje HPA en ratones machos a P21 procedimos
de manera andloga a los experimentos anteriores, inyectando LPS
intraperitonealmente y realizando la extraccion del plasma 2 hs post inyeccion. Al
mismo tiempo, este experimento también fue llevado a cabo en las hermanas de estos
animales a manera de control, para poder realizar las comparaciones de manera mas

directa.
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El analisis estadistico reveld un efecto del tratamiento postnatal tanto en los
animales machos (F, i, = 9.18; p = 0.008) como en hembras (F, ., = 28.54; p <
0.001) (Figura 4.13). La falta de significancia en el analisis posthoc para los animales
machos VPA podria sugerir una hipoactivacion del eje ante la administracion de LPS.
Sin embargo, consideramos que este fendmeno se debe a la variabilidad y el reducido
numero de animales utilizado, y que aumentando el n podrian alcanzarse diferencias
significativas. Teniendo esto en cuenta, y considerandola ausencia de una interaccion
entre los tratamientos pre y postnatales, podemos concluir que estos animales

presentan una respuesta inflamatoria periférica normal a P21.
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Figura 4.13 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la respuesta
inflamatoria periférica ante un estimulo inflamatorio en animales machos y
hembras a P21. La respuesta de los animales machos VPA al LPS no alcanza la
significancia, pero sus niveles de corticosterona son muy similares a los de los
animales Sal. Consideramos que los niveles de corticosterona en plasma no se ven
afectados por el tratamiento con VPA en ninguno de los sexos. Test LSD de Fisher: * p

<0.05, " p<0.01, *™* p <0.001. Se grafica la media + SEM.
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4.3.2 Neuroinflamacion

Con el objetivo de estudiar el estado neuroinflamatorio de los animales machos
a P21, se realizaron analisis de inmunofluorescencia donde se cuantificd la densidad
astro y microglial. Se estudiaron el hipocampo y el cerebelo, debido a que éstas fueron
areas donde se observaron alteraciones en los animales hembras durante el periodo
postnatal.

De la misma manera que en los animales machos adultos, a P21 no se
hallaron diferencias en la densidad celular astrocitaria en las regiones CA1 y giro
dentado del hipocampo, ni tampoco en el porcentaje de area GFAP+ en el cerebelo
(Figura 4.14 A, B, C). Sin embargo, por mas que la densidad microglial de células de
tipo | y de tipo lI-1ll presenta niveles similares en los animales VPA y los Sal tanto en el
hipocampo (Figura 4.14 D, E, G, H) como en el cerebelo (Figura 4.14 F, 1), la densidad
microglial total se encuentra aumentada en el hilus del giro dentado en los animales
VPA (F,, ,, = 6.29; p = 0.040) (Figura 4.14 K).

De esta manera, vemos que los machos presentan signos de neuroinflamacion
mas sutiles que las hembras a P21, ya que ésta se observa en una unica zona de una
region del hipocampo. Sin embargo, no podemos descartar que la activacion glial siga
otra linea temporal en los animales macho y se presente a edades diferentes que en

las hembras.
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Figura 4.14 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre la densidad astro y
microglial en el hipocampo y cerebelo en animales macho a P21. No fueron halladas
diferencias en la densidad astroglial en las regiones CA1 (A) y giro dentado (B) del hipocampo,
como asi tampoco en el porcentaje de area GFAP+ en el I6bulo VII del cerebelo (C). La
exposicion a VPA no parece afectar la densidad microglial de células de tipo | y de tipo II-1ll en
CA1 (D, G), giro dentado (E, H) y cerebelo (F, I). Tampoco influye en la densidad de células
microgliales totales en CA1 (J) y cerebelo (L), pero si provoca un aumento de la densidad de
estas células en el giro dentado (K). ANOVA de un factor: * p < 0.05. Se grafica la media +
SEM. GD, giro dentado; St Or, stratum oriens; CP, capa piramidal; St R, stratum radiatum; CM,

capa molecular; CG, capa granular; Hil, hilus.
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4.4 Discusion y conclusiones

A lo largo de esta seccién hemos estudiado la respuesta inflamatoria periférica
y el estado de activacion glial durante el periodo postnatal. Hemos evidenciado
alteraciones gliales en los animales expuestos a VPA durante la gestacion, aunque no
hemos observado anormalidades en la respuesta del eje HPA ante un estimulo
inflamatorio.

A pesar de que las hembras adultas presentan una exacerbacion en los niveles
de corticosterona como respuesta a un estimulo inflamatorio, esta respuesta se
desencadena con normalidad durante el periodo comprendido entre P7 y P42. Estos
resultados sugieren que dicho fenotipo requiere de maduraciéon durante la
adolescencia, y solo es observado en animales adultos. De hecho, la respuesta del eje
HPA sufre cambios a lo largo del periodo postnatal y es altamente influenciada por el
sexo del animal, el nivel de madurez sexual y los niveles de hormonas sexuales
circulantes, alcanzando su maxima respuesta en las hembras que han atravesado la
pubertad, luego de P45 (Gaillard y Spinedi, 1998) (ver seccion 7.4.1).

También se ha observado que las hembras VPA muestran activacién astro y
microglial en etapas tempranas del desarrollo, lo que sugiere que las alteraciones
gliales que se observan en los animales adultos son determinadas de manera
temprana y perduran durante toda la vida del animal. Aunque en el periodo postnatal
las sefiales de neuroinflamacién aparecen a distintas edades dependiendo de la region
en cuestion, y en algunas permanecen por mas tiempo que en otras, en lineas
generales podemos concluir que la activacion glial se presenta dentro del periodo
critico P21-P35 en las hembras VPA. Los cambios en la presencia de células gliales a
cada edad podrian tener distintas consecuencias en el desarrollo y funcionamiento de
las células neuronales; la neuroglia podria influir sobre distintas poblaciones de
neuronas y afectar asi el comportamiento.

Es importante mencionar que no todas las regiones cerebrales estudiadas se
encuentran afectadas a las mismas edades, por ejemplo, los cambios en la densidad

astroglial en el hipocampo se manifiestan de manera mas temprana (P21) que en el
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cerebelo (P35). Dadas las distintas dinamicas de desarrollo neuronal de estas
regiones, dichas alteraciones podrian tener distintos efectos en la migracion,
maduracion y conectividad neuronal. Ha sido demostrado que el podado sinaptico en
la region CA1 se encuentra mediado por la microglia y puede afectar la sociabilidad
(Paolicelliet al., 2011; Zhan et al., 2014), ademas, ésta parece ser esencial entre P14 y
P28, cuando el pruning es necesario. Estas dinamicas podrian ser distintas en otras
regiones cerebrales.

Ademas, estas dinamicas podrian también variar entre sexos, ya que ha sido
demostrada la existencia de diferencias sexuales en la morfologia astrocitica y su
correlacion con diferencias en la morfologia neuronal (Mong et al., 1996; Mong et al.,
1999; Amateau y McCarthy, 2002), asi como un dimorfismo sexual en la colonizacién
microglial del cerebro durante el desarrollo (Milner et al., 2005; Gottfried-Blackmore et
al., 2008; Gottfried-Blackmore et al., 2010). Esto podria indicar que aunque no se
hayan observado signos de activacion glial en los machos en la misma magnitud que
en los animales hembras a P21, el proceso neuroinflamatorio podria estar siguiendo
otra linea temporal y presentarse de manera mas temprana o mas tardia en los
machos VPA. Para elucidar esta cuestién es necesario estudiar también otras edades
en los animales macho.

Por otro lado, al analizar el cerebelo hemos hallado una reduccién en la
densidad celular de astrocitos a P35, seguida de un aumento a P42; y también una
menor densidad de células microgliales de tipo II-lll en la capa granular a P28 y P35.
Estos resultados discrepan con las observaciones realizadas en el cerebelo de
hembras adultas, donde se ve un incremento en la densidad celular de astrocitos y
microglia. Detras de este fendmeno podria encontrarse una respuesta homeostatica
compensatoria del organismo, donde el nimero de células gliales se vea aumentado
en los animales adultos ante una disminucion de estas ceélulas en el cerebelo en
desarrollo.

En esta seccidn hemos mostrado una caracterizacion de la activacién glial y la
respuesta inflamatoria durante el periodo postnatal en animales hembras, delimitando
el periodo critico en el que aparecen las sefiales de activaciéon glial entre P21 y P35.

Estos resultados complementan caracterizaciones previas realizadas Unicamente en
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machos (Schneider y Przewlocki, 2005; Schneider et al., 2006); y ademas, las
diferencias sexuales en el estado neuroinflamatorio halladas a P21 se suman a otras
evidencias de dimorfismos sexuales en el desarrollo postnatal en el modelo VPA
(Wagner et al., 2006). Estas diferencias en los efectos postnatales de la administracién
prenatal de VPA podrian subyacer las diferencias en el comportamiento social
observadas en la adultez, donde la reduccion en la sociabilidad se encuentra presente

en machos pero no en hembras (Kataoka et al., 2013; Kim et al., 2013).
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5. Efectos de un estimulo inflamatorio
durante el periodo critico sobre el estado
inflamatorio y los comportamientos

relacionados con el autismo

Los resultados expuestos en la seccion 3 muestran diferencias
sexo-especificas tanto en el comportamiento social como en la respuesta inflamatoria
y la activacion glial de los animales VPA adultos. Las hembras presentan niveles
normales de sociabilidad, una respuesta exacerbada del eje HPA, y activacién micro y
astroglial en el cerebelo. Sin embargo, los animales machos no presentan ninguna de
estas alteraciones, en tanto que si muestran una reduccion en la interaccion social.

Ademas, a lo largo de la seccién 4 hemos mostrado que las alteraciones gliales
aparecen de manera temprana en el periodo postnatal en los animales hembras,
comenzando a P21 y extendiéndose hasta P35. En machos, contrariamente a lo que
ocurre en hembras, practicamente no existen sefales de activacion glial en dicho
periodo.

De manera de evaluar de manera mas directa el efecto de la inflamacion sobre
los comportamientos sociales en ambos sexos, nos propusimos modular los niveles de
inflamacién durante este periodo. El objetivo de esta seccidon es evaluar el efecto de
un estimulo inflamatorio postnatal sobre el desarrollo de comportamientos

relacionados con el autismo en la adultez.

5.1 Exposicion a un Gnico evento inflamatorio

Como ha sido observado en la seccion 4, las sefales de activacion glial en las

hembras comienzan a P21 y en algunas areas llegan a prolongarse hasta P35.
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Podriamos considerar entonces, a P21 como un momento critico, y P21-P35 como el
periodo critico extendido.

Como primera aproximacion, decidimos evaluar la capacidad de un Unico
evento inflamatorio para ocasionar efectos sobre el comportamiento social en la
adultez.

Observamos en la seccion 4 que los animales machos practicamente no
poseen sefales de activacion glial a P21, por lo que un Unico evento inflamatorio
podria ser demasiado sutil como para observar un cambio significativo en la adultez,
dado que estos animales ya presentan menores niveles de sociabilidad. En cambio,
dado que los animales hembras si presentan un estado de activacion glial
preexistente, el aumento de estos niveles mediante un Unico evento durante el periodo
critico podria provocar un efecto aditivo. De esta manera, se generaria un cambio
mayor que podria llevar a la aparicién del fenotipo de sociabilidad reducida en la
adultez observado en los machos.

Por estos motivos realizamos el experimento en ratones hembras, a quienes se

les administré una unica dosis de LPS en la mitad del periodo critico extendido (Figura

5.1).
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Figura 5.1 - Esquema experimental de exposiciéon a un Gnico evento inflamatorio
a P28. Se administré una inyeccién de LPS o SAL a P28. En la adultez se realiz6 el

ensayo de interaccion social (1S).

Realizamos un ensayo de interaccion social con un numero de animales

reducido, a manera de experimento preliminar. Tras realizar un ANOVA anidado de
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dos factores, fuimos incapaces de hallar efectos del tratamiento prenatal, postnatal o
una interaccion entre ambos factores (Figura 5.2). Al analizar el tiempo que los
animales pasaron explorando el lado social y el lado no social del aparato, podemos
ver que todos los grupos muestran una preferencia por olfatear el lado que
corresponde a la presencia del raton (Figura 5.2 B), aunque dicha preferencia solo
resulta significativa para el grupo VPA-LPS (F, ,;, = 15.22; p = 0.003), probablemente
debido al bajo numero de animales del experimento.

Este estudio preliminar no mostré ningun tipo de tendencia que pudiera llegar a
afianzarse mediante un aumento del numero de animales experimentales, por lo que
no fue repetido. Sin embargo, estos resultados sugieren que un Unico evento de
inflamacién durante el periodo critico no es suficiente para provocar cambios en el

comportamiento social a largo plazo en ratones hembra.

5.2 Exposicion prolongada al estimulo inflamatorio

Dado que una unica exposicion al LPS en medio del periodo critico extendido
no fue capaz de generar efectos en el comportamiento de las hembras adultas,
decidimos aumentar la exposicion al estimulo inflamatorio.

El disefio experimental (Figura 5.3 A) se elaboré con el objetivo de cubrir todo
el periodo critico extendido, de P21 a P35. En estudios previos del laboratorio hemos
podido observar como disminuyen los niveles de locomocién en un test de Campo
Abierto (Open Field) 2 hs luego de la administracion de LPS. A su vez, hemos
observado que este comportamiento desaparece cuando los animales son testeados
24 hs post inyeccion. Teniendo esto en consideracion, decidimos administrar el LPS
cada 48 hs, permitiéndole asi a los animales recuperarse de los efectos fisioldgicos y
conductuales del inflamégeno, conocidos como comportamiento relacionado con la
enfermedad o sickness behavior, antes de recibir la siguiente dosis. Durante este
periodo se controlé la ganancia de peso de los animales, que resulté similar en todos

los grupos (Figura 5.3 By C).
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Figura 5.2 - Efecto de la exposicidn a un estimulo inflamatorio a P28 sobre la
interaccion social en animales hembras durante la adultez. Se cuantifico la
proporcion del tiempo que los animales pasaron olfateando al ratén estimulo sobre el
tiempo total de exploracion. Todos los animales mostraron niveles similares de
exploracion social (A). Se observa una tendencia a la preferencia por el lado social en
todos los grupos (B). N: Sal-SAL = 6, Sal-LPS = 5, VPA-SAL = 6, VPA-LPS = 6.
ANOVA de un factor: ** p < 0.01. Se grafica la media + SEM. LS, lado social; LNS,

lado no social.
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Ademas, dado que en este caso los niveles de inflamacién serian elevados
repetidamente a lo largo del periodo critico, decidimos analizar los efectos en la

adultez tanto en animales machos como en hembras.
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Figura 5.3 - Esquema experimental y ganancia de peso durante la exposicion
prolongada al estimulo inflamatorio. Se administraron 7 inyecciones de LPS o SAL,
dia por medio entre P21 y P35. En la adultez se realizaron los ensayos de interaccion
social (IS), autoacicalamiento (AC), locomocion en campo abierto (CA),
radioinmunoensayo (RIA) e inmunofluorescencia (IF) (A). Ganancia de peso durante el

periodo de exposicion al LPS en animales machos (B) y hembras (C).
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5.2.1 Interaccion social

Con el objetivo de analizar los niveles de sociabilidad de los ratones adultos,
realizamos un ensayo de interaccién social, como fue explicado previamente.

En el caso de los animales hembras, el ANOVA anidado de dos factores reveld
la existencia de un efecto del tratamiento postnatal (F , ,;, = 6.73; p = 0.0152). Mientras
que ambos grupos de ratones Sal, asi como los animales VPA tratados con salina
presentan niveles normales de exploracion social como era esperado, aquellos
animales VPA tratados con LPS durante el periodo critico presentan menores niveles
de sociabilidad (Figura 5.4 A). Este mismo fendmeno se hace evidente al observar el
tiempo de exploracion de los lados social y no social del aparato: si bien los animales
Sal y los VPA-SAL pasan significativamente mas tiempo olfateando el lado en que se
encuentra el raton, frente al lado donde se halla el objeto (F, ,, =31.99; p < 0.001
para Sal-SAL, F, ,, = 20.67; p < 0.001 para Sal-LPS y F, ,5 = 38.98; p < 0.001 para
VPA-SAL), los ratones pertenecientes al grupo VPA-LPS no distinguen entre ambos
compartimentos (F , ,, = 2.69; p = 0.117) (Figura 5.4 B).

Estos resultados muestran que al aumentar los niveles de inflamacion durante
el periodo critico mediante la administracion periférica de LPS, los ratones VPA
hembras muestran un fenotipo de sociabilidad reducida durante la adultez.

En el caso de los ratones macho, en cambio, no se halld interaccion ni efectos
de ninguno de los tratamientos; es decir, todos los grupos presentan los mismos

niveles de sociabilidad (Figura 5.5).
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Figura 5.4 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el periodo
critico sobre la interaccion social en animales hembras durante la adultez. Se
cuantificd la proporcion del tiempo que los animales pasaron olfateando al ratén
estimulo sobre el tiempo total de exploracion. Mientras que los animales VPA-LPS
hembra muestran menores niveles de exploracién social, el resto de los grupos
presenta niveles normales (A). Al mismo tiempo, estos ratones son los Unicos que no
presentan una preferencia por el lado social (B). N: Sal-SAL = 13, Sal-LPS = 12,
VPA-SAL = 10, VPA-LPS = 12. Test LSD de Fisher: * p < 0.05. ANOVA de un factor:
### p < 0.001. Se grafica la media + SEM. LS, lado social; LNS, lado no social.
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Figura 5.5 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el periodo
critico sobre la interaccion social en animales machos durante la adultez. Se
cuantificé la proporcion del tiempo que los animales pasaron olfateando al ratén
estimulo sobre el tiempo total de exploracién. Todos los grupos de animales macho
muestran niveles similares de exploracién social (A), asi como preferencia por el lado
social (B). N: Sal-SAL = 11, Sal-LPS = 12, VPA-SAL = 12, VPA-LPS = 11. ANOVA de
un factor: ### p < 0.001. Se grafica la media + SEM. LS, lado social; LNS, lado no

social.
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Considerando que los ratones machos VPA muestran niveles reducidos de
exploracion social en la adultez, como se ha mostrado en la seccion 3, esperabamos
que la administracion de LPS entre P21 y P35 produjera una exacerbacion del fenotipo
conductual. Sorprendentemente, los resultados obtenidos muestran que Ila
administracion repetida tanto de solucién salina como de LPS, revierte el fenotipo
conductual observado en los animales VPA. Esta afirmacion recibe sustento al analizar
el tiempo que los animales pasan olfateando el lado social y el lado no social del
aparato. Previamente, en la secciéon 3, mostramos que mientras los animales Sal
pasaban mas tiempo explorando el lado social, los animales VPA machos pasaban la
misma cantidad de tiempo en ambos compartimentos. Sin embargo, estas diferencias
desaparecen luego del tratamiento postnatal, ya que en la Figura 5.5 B podemos
observar que todos los grupos pasan significativamente mas tiempo explorando al

ratén frente al objeto.

5.2.2 Autoacicalamiento

Acicalarse a si mismos es un comportamiento natural de los roedores, aunque
también se ha demostrado que puede desencadenarse frente a situaciones de estrés
(Crawley, 2012). Este hecho puede ser aprovechado para estudiar comportamientos
estereotipados o repetitivos, como parte de los comportamientos relacionados con el
autismo. El ensayo fue realizado como se explica en la seccion 2.4.2, cuantificando el
tiempo que los animales pasaron acicalandose.

No se hallaron efectos de los tratamientos pre y postnatales, asi como tampoco
interacciones entre los mismos para ninguno de los sexos (Figura 5.6). Todos los
grupos muestran niveles similares de acicalamiento, por lo que no se observa la
presencia de los comportamientos estereotipados o repetitivos que pueden ser

evaluados mediante este ensayo.
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Figura 5.6 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el periodo
critico sobre el comportamiento de autoacicalamiento en animales machos y
hembras durante la adultez. Se cuantificd el tiempo que los animales pasaron
acicalandose. No se observd la presencia de comportamientos estereotipados o
repetitivos dado que todos los grupos presentan niveles similares de acicalamiento. N
machos: Sal-SAL = 11, Sal-LPS = 11, VPA-SAL = 11, VPA-LPS = 11; N hembras:
Sal-SAL = 13, Sal-LPS = 12, VPA-SAL = 10, VPA-LPS = 12. Se grafica la media +
SEM.

5.2.3 Ensayo de campo abierto, locomocion en un medio

novedoso

La ansiedad es un sintoma que suele presentarse junto con los
comportamientos relacionados con el autismo, es decir que tiene alta comorbilidad con
el desorden. Dado que tanto una disminucién en los niveles de exploracion como un
aumento en los niveles de ansiedad podria afectar los resultados obtenidos en el
ensayo de interaccion social, decidimos evaluarlos. Para evaluar los comportamientos
relacionados con la ansiedad suele utilizarse el ensayo de campo abierto (Open Field),
donde el animal se debate entre explorar el medio novedoso y evitar el centro del
aparato, iluminado y altamente ansiogénico. Este ensayo también permite evaluar los

niveles de exploracion.
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En el caso de las hembras, al realizar el ensayo no encontramos diferencias en
la distancia total recorrida, como asi tampoco en el porcentaje de distancia recorrida o
el tiempo en el centro del aparato. Todos los grupos de animales hembra presentan

niveles similares de locomocion en el campo abierto (Figura 5.7).
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Figura 5.7 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el periodo
critico sobre la locomocién en un medio novedoso en animales hembras durante
la adultez. Se cuantificé la distancia total recorrida dentro de la arena experimental
(A), asi como el porcentaje de la distancia recorrida en el centro (B) y el tiempo en el
centro del aparato. Los tratamientos no provocaron efectos sobre la locomocion en los
animales hembras. N: Sal-SAL = 13, Sal-LPS = 12, VPA-SAL = 9, VPA-LPS = 12. Se

grafica la media + SEM.
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En el caso de los machos, se halld un efecto del tratamiento prenatal al
analizar la distancia total recorrida por los animales (F, ,, = 5.46; p = 0.033) y del
tratamiento postnatal sobre el tiempo en el centro (F, ,, = 5.57; p = 0.023) (Figura 5.8
A). Los animales VPA recorren una menor distancia que los animales Sal, por lo que

puede decirse que éstos poseen menores niveles de exploracion.
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Figura 5.8 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el periodo
critico sobre la locomocién en un medio novedoso en animales macho durante
la adultez. Se cuantifico la distancia total recorrida dentro de la arena experimental
(A), asi como el porcentaje de la distancia recorrida en el centro (B) y el tiempo en el
centro del aparato (C). Los animales VPA presentan menores niveles de exploracion
que los Sal (A. Test LSD de Fisher: * p < 0.05. N: Sal-SAL = 11, Sal-LPS = 12,
VPA-SAL = 11, VPA-LPS = 12. Se grafica la media + SEM.
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5.2.4 Respuesta inflamatoria periférica

En las secciones 3 y 4 mostramos que, ante un estimulo inflamatorio, todos los
animales desencadenan una respuesta inflamatoria periférica, activando el eje HPA y
aumentando la liberacidon de corticosterona. Sin embargo, hemos observado que
mientras los machos VPA adultos poseen una respuesta inflamatoria periférica normal,
las hembras VPA presentan una respuesta exacerbada ante el estimulo, evidenciada
por mayores niveles de corticosterona en plasma que aquellos presentes en las
hembras Sal.

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar los efectos de la exposicion prolongada
al LPS durante el periodo critico sobre la respuesta del eje HPA en la adultez. Dado
que nos es de particular interés comparar la respuesta ante el estimulo inflamatorio de
los distintos grupos, es decir, la presencia de una respuesta normal o una respuesta
exacerbada, todos los animales fueron inyectados con LPS. De manera analoga a los
experimentos previos, 2 hs post inyeccidn se extrajo el plasma que fue posteriormente

analizado a través de un radioinmunoensayo (Figura 5.9).
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Figura 5.9 - Esquema experimental del estudio de la respuesta inflamatoria
periférica en la adultez en animales expuestos a un estimulo inflamatorio durante

el periodo critico.
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Al analizar los animales hembras mediante un ANOVA de dos factores,
encontramos Unicamente un efecto del tratamiento prenatal (F , ,, = 16.24; p < 0.001),
por lo que el tratamiento con LPS durante el periodo critico no afectdé la respuesta

inflamatoria periférica en la adultez (Figura 5.10).
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Figura 5.10 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la respuesta inflamatoria periférica en animales hembras
durante la adultez. Se midieron los niveles de corticosterona en plasma 2 hs luego de
la administracion de LPS intraperitoneal, por medio de radioinmunoensayo. Los
animales tratados prenatalmente con VPA muestran una respuesta del eje HPA
atenuada frente a un estimulo inflamatorio, independientemente del tratamiento
postnatal. N: Sal-SAL = 6, Sal-LPS = 7, VPA-SAL = 5, VPA-LPS = 6. Test LSD de
Fisher: * p < 0.05, ** p < 0.01. Se grafica la media + SEM. Tto, tratamiento; Est,

estimulo.

Sin embargo, en la seccién 3 mostramos que los animales VPA inyectados con

LPS presentaban mayores niveles de corticosterona que los animales Sal inyectados
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con LPS, por lo que hablamos de una exacerbacion de la respuesta inflamatoria. En
este caso, no solo se perdié dicha exacerbacién, sino que ademas los niveles de
corticosterona de los animales VPA son significativamente menores que los de los
animales Sal, por lo que la respuesta se ve atenuada.

En el caso de los animales machos, no se hallaron diferencias entre ninguno
de los grupos. El tratamiento con LPS durante el periodo critico no provocd cambios

en la respuesta inflamatoria periférica (Figura 5.11).
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Figura 5.11 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la respuesta inflamatoria periférica en animales machos
durante la adultez. Se midieron los niveles de corticosterona en plasma 2 hs luego de
la administracién de LPS intraperitoneal, por medio de radioinmunoensayo. No fueron
halladas diferencias entre los grupos de animales macho. N: Sal-SAL = 5, Sal-LPS = 6,
VPA-SAL = 6, VPA-LPS = 5. Se grafica la media + SEM. Tto, tratamiento; Est,

estimulo.

126



Contrariamente a lo ocurrido con los animales hembras, la repetida exposicion
a inyecciones de SAL o LPS durante el periodo critico no generé ningun cambio en la
respuesta del eje HPA ante un estimulo inflamatorio.

Estos resultados muestran que la exposicién prolongada a un tratamiento
inflamatorio durante el periodo critico P21-P35 genera efectos sexo-especificos sobre
la respuesta inflamatoria periférica en la adultez. Mientras que este tratamiento no
provoca cambios en los animales machos, en los animales VPA hembra elimina la
exacerbacion observada previamente hasta llegar a una respuesta atenuada del eje

HPA ante un estimulo inflamatorio.

5.2.5 Neuroinflamacion

Con el fin de analizar los efectos de la exposicion prolongada al LPS durante el
periodo critico sobre el estado neuroinflamatorio, caracterizamos los niveles de
activacion glial mediante inmunofluorescencia de la misma manera que en la seccién
3. Esto fue realizado en animales hembras, ya que queriamos estudiar si diferencias
en el estado neuroinflamatorio podian mediar las diferencias observadas en la

conducta.

5.2.5.1 Hipocampo

El giro dentado fue dividido en tres zonas. Al analizar la densidad celular de
astrocitos encontramos una interaccién entre los tratamientos pre y postnatales en la
capa molecular (F, ;5 = 10.87; p = 0.005). Realizando un analisis posthoc de Fisher
hallamos que mientras el grupo VPA-SAL presenta una mayor densidad celular que el
grupo Sal-SAL, los animales VPA-LPS presentan niveles de astrocitos similares a los

de los animales Sal-SAL (Figura 5.12). Ningun efecto fue hallado en las otras zonas
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del giro dentado, la capa granular y el hilus, como asi tampoco se encontraron

diferencias para la densidad microglial en ninguna zona (Figuras 5.13 y 5.14).
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Figura 5.12 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad astroglial en el giro dentado en animales
hembras durante la adultez. El tratamiento con LPS durante el periodo postnatal
provoca una disminucion en la densidad astrocitaria en los animales VPA, presentando
niveles similares a los animales Sal-SAL en la capa molecular (A). No se observaron
efectos de los tratamientos en la capa granular (B) o el hilus (C). Fotografias
representativas de microscopia confocal de inmunofluorescencia anti-GFAP realizadas
en ratones Sal-SAL (D), Sal-LPS (E), VPA-SAL (F) y VPA-LPS (G). Test LSD de
Fisher: * p < 0.05. Se grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 ym. GD, giro

dentado; ML, capa molecular; GL, capa granular; Hil, hilus.
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Figura 5.13 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad de células microgliales de tipo 1y tipo Il-lll en el
giro dentado en animales hembras durante la adultez. Los tratamientos no
provocaron efectos sobre la densidad microglial de células de tipo | y de tipo II-lll en
las capas molecular (A, B) y granular (C, D), ni tampoco en el hilus (E, F). Se grafica la
media + SEM. Barra de escala, 50 um. GD, giro dentado; ML, capa molecular; GL,

capa granular; Hil, hilus.
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Figura 5.14 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad de células microgliales totales en el giro
dentado en animales hembras durante la adultez. No se hallaron diferencias entre
los grupos sobre la densidad microglial total en las capas molecular (A) y granular (B),
ni en el hilus (C). Se grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 ym. GD, giro

dentado; ML, capa molecular; GL, capa granular; Hil, hilus.

Con respecto a la region CA1, el analisis de la densidad microglial no revelé
efectos de los tratamientos en ninguna de las zonas (Figura 5.16 y 5.17). Ademas,
tampoco se hallaron cambios en la densidad celular astrocitaria en el stratum oriens'y
stratum radiatum (Figura 5.15 A, C). En cambio, al estudiar la capa piramidal hallamos
un efecto del tratamiento prenatal (F, ,; = 12.62; p = 0.003), pero ningun efecto del

tratamiento prolongado con LPS sobre los astrocitos (Figura 5.15 B).
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Figura 5.15 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad astroglial en la regiéon CA1 en animales
hembras durante la adultez. Los animales expuestos prenatalmente a VPA
presentan menores niveles de densidad celular astrocitaria en la capa piramidal (B),
independientemente del tratamiento postnatal. No se hallaron efectos de los
tratamientos sobre los stratum oriens (A) o radiatum (C). Fotografias representativas
de microscopia confocal de inmunofluorescencia anti-GFAP realizadas en ratones
Sal-SAL (D), Sal-LPS (E), VPA-SAL (F) y VPA-LPS (G). Test LSD de Fisher: * p <
0.05. Se grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 ym. St Or, stratum oriens; St R,

stratum radiatum; PL, capa piramidal.
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Figura 5.16 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad de células microgliales de tipo | y tipo ll-lll en la
region CA1 en animales hembras durante la adultez. No se encontraron efectos de
los tratamientos sobre la densidad microglial de células de tipo | y de tipo lI-lll en las
capas molecular (A, B) y granular (C, D) ni tampoco en el hilus (E, F). Se grafica la
media + SEM. Barra de escala, 50 ym. St Or, stratum oriens; St R, stratum radiatum;

PL, capa piramidal.
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Figura 5.17 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad de células microgliales totales en la regién CA1
en animales hembras durante la adultez. No se observaron alteraciones en la
densidad microglial total en las capas molecular (A) y granular (B) ni en el hilus (C). Se
grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 ym. St Or, stratum oriens; St R, stratum

radiatum; PL, capa piramidal.

Este resultado difiere de lo hallado en la seccion 3, donde no se encontraron
diferencias en ninguna zona de CA1. En este caso vemos que ambos grupos de
animales VPA presentan una menor densidad celular que los animales Sal, por lo que
consideramos que se debe a la exposicion a las sucesivas inyecciones. De manera
similar a lo que ocurre con la respuesta inflamatoria periférica, podria tratarse de un
fendmeno de compensacion.

En lineas generales, vemos que el tratamiento con LPS durante el periodo

critico no genera cambios en la activacién glial del hipocampo, a excepcion de la capa
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molecular del giro dentado. En esta zona vemos que la exposicion al LPS entre P21 y
P35 en los ratones VPA evita el aumento en la densidad celular de astrocitos

observado en los animales VPA-SAL.

5.2.5.2 Cerebelo

Al analizar el area GFAP+ hallamos un efecto del tratamiento prenatal (F, ,,, =
5.43; p = 0.035) y una interaccion significativa entre ambos factores (F, ,,=9.41; p =
0.008) en la capa granular. Los resultados fueron similares para la capa molecular,
dado que se encontré un efecto del tratamiento con VPA (F, ,,, = 6.01; p = 0.028) y
una fuerte tendencia en la interaccion entre ambos tratamientos (F, ,, = 4.18; p =
0.060) (Figura 5.18).

La densidad microglial en la capa granular no se vio afectada por ninguno de
los tratamientos. En cambio, en la capa molecular se hallé una interaccién significativa
entre ambos tratamientos para la densidad celular total (F, ,,)= 5.11; p = 0.040) y para
la densidad de células de tipo | (F, ,,, = 20.33; p < 0.001) (Figura 5.20 y 5.19).

En los casos en los que se observaron diferencias, vemos que el tratamiento
prenatal con VPA produce un aumento de la activacion glial, pero al ser combinado
con el tratamiento postnatal de LPS la densidad glial no se diferencia de aquella
presente en los ratones Sal-SAL. Como se ha mencionado previamente, esto podria
ser explicado por un mecanismo de compensacion, es decir que el aumento en los
niveles de inflamaciéon durante el periodo critico podria provocar que el sistema
disminuya sus niveles celulares para compensar el aumento provocado por el

inflamégeno.
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Figura 5.18 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad astroglial en el I6bulo VIl del cerebelo en
animales hembras durante la adultez. El tratamiento prenatal con VPA provoca un
aumento en la densidad celular astrocitaria en ambas capas del cerebelo. Sin
embargo, el tratamiento con LPS durante el periodo postnatal provoca una
disminucion en la densidad de estas células en la capa granular (B), presentando
niveles similares a los animales Sal-SAL. Fotografias representativas de microscopia
confocal de inmunofluorescencia anti-GFAP realizadas en ratones Sal-SAL (C),
Sal-LPS (D), VPA-SAL (E) y VPA-LPS (F). Test LSD de Fisher: * p < 0.05. Se grafica

la media + SEM. Barra de escala, 50 um. ML, capa molecular; GL, capa granular.
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Figura 5.19 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad de células microgliales de tipo 1 y tipo Il-lll en el
I6bulo VII del cerebelo en animales hembras durante la adultez. Se observo un
aumento de la densidad microglial de células de tipo | en la capa molecular debido al
tratamiento prenatal con VPA, aunque la exposicion al LPS postnatal revierte este
fendmeno. Ademas, los ratones Sal-LPS muestran también un aumento en la
densidad celular (A). Por el contrario, no se observaron cambios en la capa granular
para las células de tipo | (C), ni en las células de tipo lI-lll en ambas capas (B, D). Test
LSD de Fisher: * p < 0.05. Se grafica la media + SEM. Barra de escala, 50 um. ML,

capa molecular; GL, capa granular.
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Figura 5.20 - Efecto de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante el
periodo critico sobre la densidad de células microgliales totales en el I6bulo VIi
del cerebelo en animales hembras durante la adultez. Unicamente los animales
VPA tratados con SAL durante el periodo postnatal presentan un incremento en la
densidad celular microglial total en la capa molecular (A), el tratamiento postnatal con
LPS muestra una tendencia a regularizar los niveles celulares a aquellos de los
ratones Sal-SAL. Fotografias representativas de microscopia confocal de
inmunofluorescencia anti-IBA1 realizadas en ratones Sal-SAL (C), Sal-LPS (D),
VPA-SAL (E) y VPA-LPS (F). Test LSD de Fisher: * p < 0.05. Se grafica la media +

SEM. Barra de escala, 50 um. ML, capa molecular; GL, capa granular.

137



5.3 Discusion y conclusiones

Dadas las alteraciones sexo-especificas encontradas en los animales VPA
adultos, y una vez delimitado el periodo critico en el que las sefiales de
neuroinflamacién se hacen evidentes durante el periodo postnatal, nos dispusimos a
evaluar el efecto de un estimulo inflamatorio postnatal sobre el desarrollo de los
comportamientos relacionados con el autismo.

En primer lugar, observamos que un unico evento inflamatorio administrado en
la mitad del periodo critico no produce efectos en el comportamiento social de los
animales hembras en la adultez. Sin embargo, la administraciéon prolongada de un
inflamégeno a lo largo del periodo comprendido entre P21 y P35 es capaz de provocar
efectos sexo-especificos a largo plazo.

Hallamos que los animales VPA hembras expuestos a LPS durante el periodo
postnatal muestran menores niveles de interaccion social, y la ausencia de preferencia
social. Dado que las hembras VPA-SAL no muestran dichas alteraciones, podemos
concluir que la exposicion a la inflamacion postnatal produce la aparicién del fenotipo
de sociabilidad reducida.

Los animales VPA-LPS macho, por el contrario, muestran niveles de
exploracion social similares a los de los ratones Sal-SAL, y a su vez también
presentan preferencia social por sobre un objeto. Estas observaciones se contraponen
con los resultados esperados, ya que teniendo en cuenta que aquellos ratones
machos que reciben un tratamiento prenatal con VPA muestran niveles reducidos de
sociabilidad, esperabamos que la administracion de LPS entre P21 y P35 produjera
una exacerbacién del fenotipo conductual. Otra posibilidad, dado que el periodo critico
fue mayormente caracterizado en hembras, era que el LPS no tuviera efecto alguno
sobre los machos. Curiosamente, esta reversion del fenotipo conductual ocurre tanto
en los animales expuestos a LPS como en los expuestos a SAL durante el periodo

postnatal, por lo que no pareciera ser un efecto especifico del LPS, sino un efecto de
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la administracion repetida de un tratamiento o de la manipulacién reiterada durante el
periodo critico.

Un fendmeno similar ocurre con la respuesta inflamatoria periférica. En la
secciéon 3 mostramos que los animales VPA machos presentan una respuesta normal
del eje HPA ante un estimulo inflamatorio y en cambio las hembras muestran una
respuesta exacerbada. Sin embargo, al administrar un tratamiento postnatal esta
exacerbacion de la respuesta desaparece, llegando incluso a atenuarse.
Curiosamente, esto ocurre tanto si el tratamiento postnatal es realizado con SAL como
con LPS, pero unicamente en los animales hembras, ya que los machos no se ven
afectados.

Los efectos de la manipulacion de los animales y la administracion repetida de
un tratamiento parecieran ser distintos segun el sexo del animal, ya que en los machos
se ve afectado el comportamiento social y en las hembras la respuesta inflamatoria
periférica. Esto posiblemente pueda ser explicado por dimorfismos sexuales naturales
presentes en los sistemas responsables de ambos fendmenos (ver seccion 7.4),
aunque la respuesta al estrés podria jugar un rol en ambos casos.

La inflamacién generada por la propia inyeccion suele ser leve y despreciable
frente a la inflamacién desencadenada por el LPS ante una unica exposicién. Sin
embargo, la inflamacion debida a sucesivas inyecciones podria no serlo. Ademas, los
niveles de corticosterona no sélo se elevan como una respuesta ante un estimulo
inflamatorio, sino también ante eventos de estrés. La exposicion repetida al estrés
generado por la manipulacién del animal, ademas del provocado por la inyeccién en si
misma durante un periodo critico para el desarrollo, puede haber afectado la
homeostasis del sistema, generando una respuesta compensatoria. En los machos,
podria haberse establecido un umbral mas alto, generando una mayor tolerancia al
estrés social en la adultez y permitiendo que tanto los animales VPA-LPS como los
VPA-SAL presenten niveles normales de sociabilidad. En el caso de los animales
hembras, la exposicion prolongada al estimulo inflamatorio durante el periodo critico
P21-P35 puede haber provocado un aumento de los niveles de corticosterona
postnatales, provocando una menor activacién del eje HPA ante un unico estimulo

inflamatorio en la adultez, manifestandose asi la respuesta atenuada que observamos
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en las hembras VPA-SAL y VPA-LPS. Este fendmeno de hiporrespuesta al LPS tras
repetidas administraciones del inflamégeno es comunmente conocido como tolerancia
a endotoxina (Cavaillon y Adib-Conquy, 2006; Schaafsma et al.,, 2015) y es
considerada como una respuesta protectora mediada por la regulacion positiva de
citoquinas proinflamatorias.

Con respecto al analisis sobre el estado neuroinflamatorio realizado en
animales hembras, en lineas generales no hemos encontrado cambios en la activacion
glial del hipocampo, a excepcién de la capa molecular del giro dentado; y en las capas
molecular y granular del cerebelo. En los casos en los que se hallaron diferencias,
observamos que el tratamiento prenatal con VPA produce un aumento de la activacion
glial, pero al ser combinado con el tratamiento postnatal de LPS la densidad celular no
se diferencia de aquella presente en los ratones Sal-SAL. Como se ha mencionado
previamente, esto podria ser explicado por un mecanismo de compensacion, es decir
que el aumento en los niveles de inflamacién durante el periodo critico podria provocar
que el sistema disminuya sus niveles celulares para compensar el aumento provocado
por el inflamégeno.

Por otro lado, mostramos que los tratamientos pre y postnatales no afectan los
niveles de autoacicalamiento en ninguno de los sexos, por lo que no se observa la
presencia de los comportamientos estereotipados o repetitivos que pueden ser
evaluados mediante este ensayo. Sin embargo, dado que en estudios previos del
laboratorio fue hallado un incremento en el tiempo de autoacicalamiento de los
machos VPA, podriamos estar en presencia de un fendémeno similar al observado en
la interaccion social, donde la exposicion a repetidas inyecciones durante el periodo
postnatal resultan en la reversién de un fenotipo previamente observado. La
locomocién en un medio novedoso, en un ensayo de campo abierto, presentd también
un dimorfismo sexual, ya que todos los grupos de animales hembras recorren
distancias similares en la arena experimental; aunque los animales VPA-SAL macho
recorren una menor distancia. Este efecto del tratamiento prenatal desaparece al
administrar LPS durante el periodo critico, por lo que este tratamiento revierte el

fenotipo de menor exploracion.
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Podemos concluir que la administraciéon repetida de un estimulo inflamatorio
durante el periodo critico postnatal presenta efectos en los comportamientos
relacionados con el autismo, la respuesta inflamatoria periférica y los niveles de
activacion glial, que se desarrollan ademas de manera sexo-especifica. Estos parecen
estar guiados por algun tipo de mecanismo de compensacion homeostatica, ya que la
exposicion al LPS y su consiguiente aumento de la inflamacion durante el periodo
postnatal reduce las senales de inflamacion en la adultez.

Sin embargo, también observamos efectos de la administracién del vehiculo en
los animales VPA, que dificultan separar el efecto especifico de la inflamacion inducida
por el LPS de los efectos de la manipulacion y exposicidon a numerosas inyecciones a
la hora de extraer conclusiones. Esto resulta importante para tener en cuenta al
momento de disenar futuros experimentos intentando minimizar estas variables, ya
que los animales VPA parecen ser mas susceptibles a desarrollar alteraciones debidas

a los distintos procedimientos experimentales.
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6. Mecanismo de accion del VPA

A pesar de que en nuestro modelo de estudio la administracion de VPA es un
evento Unico durante el periodo gestacional, hemos demostrado que sus efectos
pueden ser detectados a lo largo del desarrollo postnatal, y permanecen hasta la
adultez. Ademas, resulta interesante que por mas que el VPA no es un estimulo
inflamatorio en si mismo, provoca alteraciones inflamatorias centrales y periféricas.
Cabe preguntarnos entonces, cémo el VPA genera las alteraciones inmunolégicas, y
ademas como éstas son mantenidas en el tiempo. El objetivo de esta seccion es
elucidar los procesos moleculares que subyacen las alteraciones observadas en el
modelo VPA.

Dado que, entre otros efectos, VPA funciona como un inhibidor de la actividad
deacetilasa de histonas (HDAC) (Gottlicher et al., 2001; Phiel et al., 2001; Mitchell et
al., 2005), los mecanismos epigenéticos son candidatos a encontrarse mediando la
accion del VPA. Ha sido demostrado que la administracion de VPA produce un
aumento transiente en los niveles de acetilacion de histonas en el cerebro de los
embriones (Kataoka et al., 2011), y a su vez, se ha observado que la exposicion
prenatal a otro inhibidor de HDAC provoca disminucién en la sociabilidad y USVs, y la
aparicion de comportamientos repetitivos en ratones, al mismo tiempo que incrementa
la acetilacion en las histonas H3 y H4 en el tejido embrionario (Randal et al., 2013).
Estas evidencias sugieren que la ola de hiperacetilacion inducida por la administracion
prenatal de VPA juega un rol clave en la generacién del fenotipo en este modelo
animal.

Previamente hemos hipotetizado la existencia de un periodo critico durante el
desarrollo postnatal en el que maduran y se consolidan los sistemas neurales
responsables de los sintomas relacionados con el autismo. Cambios y alteraciones
durante este periodo podrian tener consecuencias a largo plazo, generando el fenotipo
que observamos en la adultez. Teniendo esto en cuenta, decidimos estudiar la

existencia de cambios epigenéticos durante el periodo postnatal.
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6.1 Acetilacion de histonas

Dado que VPA es inhibidor de la deacetilasa de histonas (HDAC), decidimos
comenzar el estudio epigenético analizando los niveles de acetilacion de la histona H3
a través de Western Blot. Decidimos utilizar el sistema de deteccion infrarroja Odissey,
ya que éste es capaz de medir dos sefiales distintas en una misma membrana, lo que
nos permitié determinar la relacion entre los niveles de histona H3 acetilada e histona
H3 total en una misma calle.

Para testear la sensibilidad del sistema de deteccién y poner a punto la técnica
decidimos utilizar un control positivo. Un estudio de Kataoka et al. muestra que luego
de la administracion de VPA a GD12.5 se produce un aumento transiente de los
niveles de acetilacion en las histonas H3 y H4 en el cerebro de los embriones. Esta
hiperacetilacién puede hallarse a las 2 y 6 hs posteriores a la inyeccion (Kataoka et al.,
2013).

Se administré una inyeccion intraperitoneal de solucién salina o VPA a ratones
adultos y 2 hs después se extrajeron hipocampo y cerebelo. Como puede observarse
en la Figura 6.1, tanto en el hipocampo (F, , =11.39; p = 0.028) como en el cerebelo
(Fi4, 4 = 26.82; p = 0.007), la inyeccion de VPA provocé un aumento en los niveles de

acetilacion de la histona H3 2 hs post inyeccion.

6.2 Acetilacion durante el periodo postnatal

Como se ha explicado anteriormente, nos propusimos caracterizar los niveles
de acetilacién durante el periodo postnatal en ratones hembras, tanto en hipocampo
como en cerebelo, dos regiones donde hemos observado alteraciones gliales en dicho

periodo.
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Al analizar el hipocampo, no observamos efecto del tratamiento prenatal con
VPA, ya que ambos grupos muestran niveles similares de acetilacion en la histona H3
desde P7 a P42 (Figura 6.2 A). Sin embargo, al estudiar el cerebelo, encontramos que
los ratones VPA presentan menores niveles de acetilacion que los ratones Sal a P14

(Fy4,7)=10.55; p = 0.014) (Figura 6.2 B).
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Figura 6.1 - Efecto de la administracion de VPA durante la adultez en los niveles
de acetilacion de histona H3 en hipocampo y cerebelo. Se observé una
hiperacetilacion 2 hs después de la administracién de VPA en el hipocampo (A) y
cerebelo (B). Se muestran fotografias de las membranas reveladas obtenidas
mediante el sistema de deteccidén Odissey del hipocampo (C) y cerebelo (D) para la
histona H3 acetilada (canal 700), histona H3 total (canal 800) y la superposicion de
ambos. N: Sal = 3, VPA = 3. ANOVA de un factor: * p < 0.05, ** p < 0.01. Se grafica la
media + SEM.
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Figura 6.2 - Efecto del tratamiento prenatal con VPA sobre los niveles de
acetilacion de la histona H3 en hipocampo y cerebelo de animales hembras
durante el periodo postnatal. Los ratones VPA no muestran diferencias en los
niveles de acetilacién de la histona H3 en el hipocampo a ninguna de las edades
evaluadas (A), pero presentan menores niveles de acetilacion de histona H3 en el
cerebelo a P14 (B). Se muestran resultados representativos de la histona H3 acetilada
(H3 Acet, canal 700) e histona H3 total (canal 800) en el cerebelo a las diferentes
edades postnatales evaluadas. N: 4-5 por grupo. ANOVA de un factor: * p < 0.05. Se

grafica la media + SEM.
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Esto resulta inesperado dado que VPA es un inhibidor de la deacetilasa de
histonas, por lo que esperariamos un aumento en los niveles de acetilacion. La
hiperacetilacion generada por la inyeccion prenatal de VPA podria llevar a una
posterior hipoacetilacién, como un intento del sistema de compensar dicho

desequilibrio mediante algin mecanismo homeostatico.

6.3 Discusion y conclusiones

A lo largo de esta seccién hemos trabajado con el objetivo de desentranar el
mecanismo molecular detras de los efectos de la administracion prenatal de VPA
sobre la respuesta inflamatoria central y periférica y los comportamientos relacionados
con el autismo. Nuestra hipotesis supone que, dada la actividad inhibitoria de HDAC
del VPA, un mecanismo epigenético podria subyacer sus consecuencias a largo plazo.

Hemos observado una disminucion en los niveles de acetilacion de la histona
H3 en el cerebelo de los animales VPA hembras a P14. Un trabajo previo ha mostrado
un incremento rapido en la acetilacion de histonas en el cerebro de embriones de
ratén, 2 y 4 hs después de la administracion del VPA (Kataoka et al., 2013). Sin
embargo, este mismo grupo mostré que los niveles de acetilacion regresan a la
normalidad 12 hs luego de la exposicion. Nuestros resultados afiaden evidencias a
estos antecedentes, mostrando que la acetilacion de histonas puede ser afectada
posteriormente, probablemente debido a alteraciones en el desarrollo, sugiriendo un
rol para la actividad HDAC en los cambios observados posteriormente en la vida de los
animales.

Dado que las alteraciones en los niveles de acetilacion de histonas preceden a
las alteraciones neuroinflamatorias observadas en los animales hembra, los cambios
en la densidad glial podrian estar siendo guiados por un mecanismo epigenético. Aun
mas, dadas las caracteristicas de dichas marcas, este mecanismo podria ser capaz de

explicar también el mantenimiento del fenotipo durante toda la vida del animal.
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Creemos que estos resultados sientan un precedente interesante para el
estudio de las alteraciones epigenéticas en el modelo VPA. Sin embargo, son
necesarios mas estudios de manera de poder elucidar si efectivamente la disminucién
en los niveles de acetilacion de la histona H3 a P14 es responsable de los cambios en
la densidad glial poco después, y asi como también de la proteccidon ante los efectos

del VPA sobre el comportamiento social en las hembras.
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Discusion general
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7. Discusion general

7.1 Recapitulacion de los resultados obtenidos en esta tesis

Con el objetivo general de estudiar el rol de la neuroinflamacién en el desarrollo
de los comportamientos relacionados con el autismo, analizamos la activacion glial y
los niveles de sociabilidad en ratones utilizando el modelo de administracion prenatal
de VPA.

En primer lugar, hallamos que la reduccion en la sociabilidad clasicamente
observada en los modelos de autismo se encuentra presente en los ratones VPA
machos adultos, aunque no en los ratones hembras. Curiosamente, son éstas quienes
muestran sefales de micro y astrogliosis en el cerebelo, ademas de una respuesta
inflamatoria periférica exacerbada ante un estimulo inflamatorio; los machos no
presentan estas anormalidades.

Nuestro siguiente paso fue caracterizar el estado inflamatorio periférico y
central durante el periodo postnatal en los ratones hembras, de manera de hallar la
ventana temporal en la que se hacen evidentes las alteraciones. Evidenciamos signos
de alteraciones gliales tempranas en cerebelo e hipocampo entre P21 y P35,
nuevamente dimérficas, ya que los ratones machos no presentan activacion glial a
P21.

Con el fin de evaluar el efecto directo de la inflamacion postnatal en los niveles
de sociabilidad de los animales VPA, administramos un estimulo inflamatorio a lo largo
del periodo critico. Observamos efectos diferenciales de la inflamacién postnatal sobre
la interaccion social dependiendo del sexo del animal: mientras que las hembras ven
reducidos sus niveles de sociabilidad, los machos restauran sus niveles normales,
aunque ésto no pareciera ser un efecto especifico del LPS. Interesantemente, no
encontramos sefales de activacion glial en el cerebelo de estas hembras, lo que
sugiere una correlacién inversa entre el aumento de la densidad glial y la reduccién en

la sociabilidad.
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Por ultimo, con el fin de estudiar los mecanismos moleculares de accion del
VPA, caracterizamos los niveles de acetilacién de histonas en el hipocampo y el
cerebelo a lo largo del periodo postnatal. De esta manera evidenciamos una
disminucion en la acetilacion de histonas en el cerebelo de animales a P14. Dado que
este fendémeno precede al periodo postnatal critico en el que se evidencian las senales
de neuroinflamacién, sugerimos que éstas podrian estar siendo guiadas por un
mecanismo epigenético.

Los experimentos realizados en esta tesis han sido disefiados de manera de
estudiar efectos sexo-especificos fisioldégicos y conductuales en el modelo VPA.
Hemos hallado la presencia de dimorfismos sexuales en la sociabilidad y el estado
inflamatorio central y periférico de los animales, durante el periodo postnatal y en la
adultez. También encontramos efectos diferenciales de la inflamacion postnatal sobre
el comportamiento social. Dentro de nuestro conocimiento, esta es la primera vez que
se ha realizado una caracterizacién del estado inflamatorio y su correlacién con los
cambios en la conducta en el modelo VPA, en ratones de ambos sexos. En las

siguientes secciones discutiremos las implicancias de estos resultados.

7.2 ¢Por qué estudiar hembras?

La baja representacion de los sujetos femeninos es una problematica presente
tanto en la investigaciéon realizada en humanos como en la investigacion basica en
modelos animales. Sin embargo, recién desde finales del afio 2015 el National Institute
of Health (NIH) ha requerido que los proyectos presentados para su financiamiento
incluyan planes para utilizar animales de ambos sexos o de lo contrario justifiquen por
qué es necesario trabajar especificamente con uno solo. Politicas similares han sido
adoptadas por distintos organismos europeos de financiamiento.

Varios trabajos han encontrado un fuerte sesgo sexual en los estudios de
distintas disciplinas (Berkley, 1992; Blanchard et al., 1995; Sechzer et al., 1994),

dirigidos hacia animales macho. En un trabajo de Beery y Zucker (2011) se realizd un
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analisis sobre distintos campos y encontraron un sesgo masculino en el 80% de las
disciplinas, incluyendo neurociencia, fisiologia, farmacologia, endocrinologia y
comportamiento. Curiosamente, el mayor sesgo en la relacién entre articulos
reportando analisis s6lo en machos o s6lo en hembras se encuentra en neurociencia
(5.5:1).

Este fendmeno resulta insélito a la luz de que las diferencias sexuales en la
prevalencia de distintas enfermedades son comunes, y aun mas sabiendo que algunos
desérdenes afectan en mayor medida a las mujeres, como por ejemplo enfermedades
inmunes, autoinmunes y neurolégicas, como ansiedad y depresion (Gaillard y Spinedi,
1998; Bekker et al., 2007). Ademas, el dimorfismo sexual ha sido documentado en los
niveles de transcripcion de mas de 23000 genes activos en ratones, con un 14% de
genes relacionados con el SNC (Yang et al, 2006; Isensee et al., 2007).

Esta tendencia esta basada principalmente en la creencia de que existen
dificultades provenientes de evaluar animales que se encuentran en distintas fases de
su ciclo estral, especialmente en los analisis comportamentales. Sin embargo, en un
meta-analisis de 40 cepas de ratones endocriados, involucrando mas de 8000
animales evaluados sin tener en cuenta el momento del ciclo estral, Mogil y Chanda
(2005) concluyeron que no existen razones para asumir que los ratones hembras
presentan respuestas mas variables que los machos; por lo que los animales hembras
pueden ser estudiados sin considerar el ciclo estral sin un incremento sustancial de la
variabilidad de los resultados (Mogil y Chanda, 2005; Meziane et al., 2007). Estos
mismos resultados fueron obtenidos en un meta-analisis de 293 articulos de
neurociencias, donde se evalué la variabilidad en caracteristicas morfologicas,
fisiologicas, comportamentales y moleculares en animales machos y en hembras
analizadas sin tener en cuenta el momento de su ciclo estral (Prendergast et al.,
2014).

Los TEA no escapan a esta problematica, donde la mayor parte de la
investigacion en modelos animales ha sido realizada en machos. Este sesgo es
usualmente justificado por la mayor incidencia de TEA en nifios que en nifas, con una
relacion de entre 3 y 4 a 1 (Kim et al., 2011; Zablotsky et al., 2015). No obstante,

consideramos que estudiar sujetos femeninos en la investigacion basica en modelos
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animales puede, por un lado, ayudar en la comprensién de la particularidad de los
sintomas observados en las nifias con autismo, y por el otro, otorgar evidencias sobre
posibles mecanismos de resiliencia en la poblacion femenina.

Los resultados de esta tesis se han enfocado particularmente en subrayar las
diferencias fisiolégicas y conductuales ocasionadas en ambos sexos por el mismo
estimulo, la exposicién prenatal al VPA. Aunque existen algunos estudios que han
reportado distintos efectos de VPA en hembras (Kim et al., 2013; Schneider et al.,
2008; Hara et al., 2012; Perez-Pouchoulen et al., 2016; Mowery et al., 2015), los
trabajos suelen estar centrados en el estudio de los machos.

De acuerdo a nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se ha realizado
una caracterizacion del estado inflamatorio central y periférico y su correlacién con los
cambios en la conducta en el modelo VPA en ratones; poniendo un particular énfasis

en el estudio de los animales hembras.

7.3 Alteraciones sexo-especificas

Como hemos mencionado previamente, los TEA son diagnosticados con una
prevalencia mucho mayor en varones que en mujeres (Kim et al., 2011; Zablotsky et
al., 2015); por lo que la mayor parte de la investigacion en modelos animales es
realizada en machos. Sin embargo, recientemente han aparecido estudios
comparativos que demuestran que el cerebro de nifos y nifias es afectado
diferencialmente por los TEA. De esta manera se hipotetizd que diferencias
neuroanatémicas sexo-especificas naturales existentes entre ambos sexos podria
llevar a la expresion dimérfica del desorden (Beacher et al., 2012; Chou et al., 2011;
Gillies et al., 2014; Lombardo et al., 2012).

En este sentido, han sido reportadas diferencias sexo-especificas en humanos
con TEA (Lombardo et al., 2012; Chura et al., 2010; Knickmeyer y Baron-Cohen, 2006;
Verma et al., 2013; Beacher et al., 2012), asi como en el modelo VPA (Kim et al.,

2013; Schneider et al., 2008; Hara et al., 2012; Perez-Pouchoulen et al., 2016).
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Ademas, en otros modelos de autismo ha sido observado que aunque la
administracién prenatal de LPS, acido propionico (PPA) y Polyl:C provoca efectos
similares en ambos sexos para ciertos comportamientos (Foley et al., 2014; Howland
et al., 2012), también genera efectos sexo-especificos para otros (Foley et al., 2015;
Foley et al., 2014).

Junto con el analisis de las alteraciones comportamentales tempranas
realizadas durante mi tesis de licenciatura y el estudio de las células de Purkinje
realizado por otro miembro del laboratorio, la Lic. Cecilia Zappala (Kazlauskas et al.,
2016); nuestra caracterizacion en esta tesis de la respuesta inflamatoria periférica,
estado de activacion glial y niveles de acetilacién de histonas, contribuye a lograr una
caracterizacion exhaustiva del periodo postnatal en hembras expuestas prenatalmente
a VPA. Esto complementa resultados previos de otros grupos en ratones VPA machos
(Schneider y Przewlocki, 2005; Schneider et al., 2006), y nos permite realizar un
analisis comparativo que facilite la comprension de los mecanismos de accion del VPA
en la generacion de los fenotipos en ambos sexos.

Brevemente, el comportamiento postnatal es afectado de manera similar en las
crias VPA de ambos sexos (resultados no publicados hallados durante mi tesis de
licenciatura; y Wagner et al., 2006), aunque no asi la activacién glial a P21 y en la
adultez, la respuesta inflamatoria periférica y el comportamiento social en ratones
adultos. La diferencia entonces en la densidad glial postnatal podria subyacer las
diferencias comportamentales en la adultez, cuando la reduccion en la sociabilidad es
observada en animales machos (Kim et al., 2013; Lucchina y Depino, 2013; Schneider
et al., 2008), pero no asi en hembras (Kataoka et al., 2013; Kim et al., 2013; Schneider
et al., 2008).

Ademas de las diferencias entre sexos en el comportamiento social observadas
en este modelo, existen también reportes de otras alteraciones sexo-especificas en el
mismo. En un estudio de Hara et al. (2012) se encontraron anormalidades
comportamentales y pérdida de células Nissl-positivas en las cortezas prefrontal y
somatosensorial en ratones machos. En cambio, las hembras sdlo presentan pérdida
celular en la corteza prefrontal, no asi en la corteza somatosensorial, ni tampoco

alteraciones comportamentales.
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Utilizando el modelo de VPA en ratas, fueron halladas diferencias sexuales en
el desarrollo postsinaptico. Se encontraron anormalidades especificas para los
machos en el perfil de expresion de proteinas sinapticas excitatorias glutamatérgicas,
ligadas a las vias de sefalizacion de receptores NMDA, AMPA y mGIuRS en la corteza
prefrontal, durante las primeras 4 semanas de vida. Los ratones machos también
mostraron una disminucion en la expresion de la proteina MeCP2 en la corteza
prefrontal, que explicaria el desarrollo anormal de las sinapsis glutamatérgicas (Kim et
al., 2014). En otro estudio realizado en ratas, encontraron que la administracién de
VPA interrumpe la ontogenia del receptor de andrégenos en el cerebelo, dependiendo
del sexo, la edad y la region cerebelar. Ademas de estos efectos, VPA genera
alteraciones morfoldgicas independientes del sexo, aunque éstas son mas
pronunciadas en los machos (Perez-Pouchoulen et al., 2016).

También en ratas, Schneider et al. (2008) hallaron alteraciones endocrinas y
comportamentales en animales VPA machos pero no en hembras. Curiosamente,
también observaron alteraciones inmunoldgicas periféricas solo en machos: menor
peso del timo, esplenocitos con respuesta proliferativa disminuida ante un estimulo, y
una mayor produccion de o6xido nitrico (NO) por parte de macrofagos peritoneales,
tanto a niveles basales como ante la estimulacion mediante LPS; aunque la
disminucion en la relacion IFN-gamma/IL-10 fue comun para ambos sexos.

Todos estos resultados apoyan la hipotesis que asegura que la expresion
dimérfica de los comportamientos relacionados con el autismo es generada por
efectos diferenciales del VPA en el desarrollo postnatal. Sin embargo, no permiten
discernir entre dos posibles escenarios. Por un lado, el efecto de la exposicién prenatal
a VPA podria ser sexo-especifico, generando consecuencias disimiles en ambos
sexos; pero por otro lado, la accién del VPA podria ser la misma en ambos sexos, pero
sus efectos exacerbados o compensados por dimorfismos sexuales naturales

presentes en los animales.
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7.4 Susceptibilidad masculina VS resiliencia femenina

De manera de intentar explicar el sesgo sexual en la incidencia de los TEA,
surgen dos posibles lineas de razonamiento. Por un lado, algunos de los factores de
riesgo para el desarrollo del autismo podrian afectar sélo a la poblacion masculina. Sin
embargo, por mas que existen ejemplos de factores genéticos especificamente
masculinos, su contribucion es incapaz de explicar la gran diferencia en la incidencia
del desorden en ambos sexos. Por otro lado, los factores de riesgo podrian afectar a
ambos sexos por igual, pero la poblacion femenina se encontraria de alguna manera
protegida contra ellos.

En los ultimos afos ha sido acumulada numerosa evidencia genémica en favor
de esta ultima teoria. Se ha hallado una mayor carga mutacional en la poblacién
femenina, por ejemplo, tanto en la forma de un exceso de mutaciones de novo en
nifas afectadas por autismo en comparacién con nifios, asi como mayores
disrupciones gendmicas (Jacquemont et al., 2014). Esto ha sido observado para
variaciones en el numero de copias, mutaciones con pérdida de funcion y pérdida de
sentido (lossifov et al., 2014; Sanders et al., 2015; Sanders et al., 2011). De esta
manera, las hembras se encontrarian protegidas contra el desorden, ya que se
requiere una mayor carga mutacional, o una mayor cantidad de mutaciones severas
para desencadenar el desorden en mujeres que las que son necesarias en los
hombres.

Sin embargo, una estrategia alternativa para explicar este fendbmeno es
enfocarse en las caracteristicas naturalmente dimoérficas entre sexos. Varios estudios
sugieren que durante el desarrollo, los roedores machos y hembras responden de
manera distinta a la exposicion de sustancias toxicas y teratogénicas, provocando
tanto comportamientos (Vorhees, 1987; Roegge et al., 2000; Geller et al., 2001) como
funciones inmunes discrepantes (Weinberg y Jerrells, 1991; Bunn et al., 2001). De
esta manera, podemos pensar que los efectos que el VPA produce sobre ambos
sexos son diferentes porque se encuentra actuando sobre sustratos cerebrales que

difieren entre si.
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Existen gran variedad de diferencias entre sexos en la estructura y
funcionamiento del cerebro, particularmente en regiones ligadas a la sociabilidad y
cognicién. De manera temprana en la embriogénesis, la composicion cromosémica del
embrion determina la composicion hormonal del ambiente prenatal. En la mayor parte
de los mamiferos, incluidos los ratones, la diferenciacion sexual del cerebro se
encuentra principalmente bajo el control de las hormonas sexuales esteroideas. Estas
controlan los eventos de diferenciacion que proveen los correlatos celulares y
sustratos neurales de los dimorfismos sexuales observados en ciertos
comportamientos (revisado en Wu y Shah, 2011).

En las siguientes secciones revisaremos ciertos dimorfismos sexuales de

particular interés para los resultados de esta tesis.

7.4.1 Dimorfismo sexual: eje HPA

Cualquier tipo de estrés, ya sea fisico, emocional o inmunoldgico, puede
resultar en la activacién del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), produciendo la
liberacion de glucocorticoides. Por este motivo, los niveles en plasma de cortisol en
humanos y corticosterona en roedores, son una medida importante de la reactividad
bioldgica al estrés.

Han sido halladas evidencias de que la reactividad del eje HPA difiere entre
animales machos y hembras. En condiciones de reposo, ratas hembras secretan
mayores concentraciones de corticosterona que los machos (Carey et al., 1995;
Critchlow et al., 1963; Figueiredo et al., 2002), y ademas sus ritmos circadianos
contienen mas y mayores pulsos de esta hormona (Seale et al., 2004). Como
respuesta al estrés, los niveles de corticosterona en hembras no sélo son mayores que
en machos, sino que ademas estos permanecen elevados por mas tiempo (Figueiredo
et al., 2002; Pollard et al., 1975; Le Mevel et al., 1979). También existen diferencias en
la capacidad de unién y afinidad de los receptores de corticosterona en el hipocampo

(Turner y Weaver, 1985), y en los niveles de receptores de glucocorticoides en la
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glandula pituitaria (Turner, 1990).

Estas diferencias sexo-especificas en la respuesta del eje se deben a
influencias de los esteroides sexuales, ya que los estrégenos promueven la produccion
de la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) (Vamvakopoulos y Chrousos, 1993) y
los andrégenos la inhiben (Bingaman et al., 1994), afectando los niveles de
corticosterona en plasma. En la misma linea, este patron de respuesta sexo-especifico
se encuentra ausente en animales sexualmente inmaduros, y sélo surge cuando éstos
han alcanzado la pubertad (Romeo 2003; Romeo et al., 2006).

Durante las primeras dos semanas de vida los ratones muestran una
hiporrespuesta al estrés, un conocido fendmeno que no se encuentra relacionado con
la testosterona (Levine, 2001). Luego, a P30, la etapa previa a la pubertad, los niveles
de testosterona son bajos y se produce la maxima respuesta. A partir de P45 los
ratones machos ya han atravesado la pubertad y los niveles de testosterona son los
correspondientes a la etapa adulta, momento en el cual la respuesta de liberacion de
corticosterona disminuye. Sin embargo, a P45 las hembras muestran una mayor
respuesta que los machos (revisado en Gaillard y Spinedi, 1998). De esta manera, la
respuesta del eje HPA es influenciada por el sexo, el nivel de madurez sexual y los
esteroides sexuales circulantes.

En esta tesis hemos estudiado la respuesta del eje HPA ante un estimulo
inflamatorio de LPS en machos y hembras a lo largo del periodo postnatal y en la
adultez, obteniendo resultados que concuerdan con lo reportado en la bibliografia. A lo
largo del periodo postnatal, entre P7 y P42, tanto las hembras Sal como las VPA
presentan una respuesta normal de liberacion de corticosterona ante la inyeccion de
LPS. Esto mismo ocurre con los machos a P21, donde no se observan diferencias con
hembras de la misma edad.

Sin embargo, ante el mismo estimulo de LPS las hembras VPA adultas
responden con niveles de corticosterona mas elevados que las hembras Sal,
fendmeno que no se observa en los machos adultos. Una posibilidad es que los
efectos del VPA actuen sobre el dimorfismo sexual natural presente en la respuesta
del eje HPA, dado que las hembras adultas muestran una mayor respuesta del eje que

los machos. De esta manera, la administracion del VPA estaria acentuando diferencias
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normales entre los sexos, provocando la exacerbacion de la respuesta periférica ante

un estimulo inflamatorio Unicamente en las hembras.

7.4.2 Dimorfismo sexual: respuesta inmune periférica

Como hemos mencionado previamente, las mujeres presentan una mayor
incidencia de ciertas enfermedades autoinmunes, fendmeno que se repite también en
la investigacion con modelos animales. Los esteroides sexuales poseen importantes
roles en la regulacion del sistema inmune (revisado en Chrousos, 2010; Mufioz-Cruz et
al., 2011; Pittman, 2011). En lineas generales, puede decirse que los estrégenos
magnifican la respuesta inmune (Grossman, 1994; Foo et al., 2016) y los andrégenos
la inhiben (Spinedi et al., Foo et al., 2016).

Dado que estos esteroides afectan los procesos inmunes en direcciones
opuestas, se considera que son los responsables del dimorfismo sexual inmunolégico,
generando respuestas inmunes mas pronunciadas en hembras que en machos. En
comparacion con los machos, las hembras presentan mayores niveles de anticuerpos
y células T CD4+ circulantes y una mayor produccion de citoquinas en respuesta a
infecciones (Tan et al, 2015). Ademas, generalmente presentan una respuesta
inmune humoral y celular mas vigorosa, lo que conlleva a una menor tasa de
infecciones microbianas (Nalbandian y Kovats, 2005). En los ultimos afios han sido
halladas diferencias sexo-especificas en macréfagos (Mantovani et al., 2005),
mastocitos (Lindsberg et al., 2010; Strbian et al., 2006), células dendriticas, células T
(Felger et al., 2010; Wan, 2010) y células NK (Yilmaz y Granger, 2010).

Estas diferencias en las células de la inmunidad innata y adaptativa podrian
significar también diferencias en la expresion de citoquinas. Como se ha desarrollado
en la seccion 1.5, la respuesta inmune central y la periférica se hallan intimamente
relacionadas a través de estas moléculas. Aunque en esta tesis no hemos analizado
ninguno de estos parametros de la respuesta inflamatoria periférica, estas evidencias

resultan valiosas a la hora de analizar el resto de los resultados.

159



Las citoquinas liberadas por las células de la respuesta inmune innata y
adaptativa en la periferia pueden ingresar en el cerebro a través de regiones
permeables en la BHE (Konsman et al., 2002). Ademas, presentan la capacidad de
estimular al nervio vago (Johnston y Webster, 2009) e inducir la expresion de
citoquinas en las células endoteliales, que pueden ser liberadas luego al parénquima
cerebral (Kerschensteiner et al., 2009). De esta manera, las citoquinas pueden iniciar
modificaciones en el SNC que posteriormente daran lugar a respuestas
comportamentales.

Considerando ademas el fendmeno observado con respecto a la activacion del
eje HPA (seccion 7.4.1), donde el VPA pareceria estar actuando sobre un dimorfismo
sexual natural exacerbando las diferencias, el dimorfismo en la respuesta inflamatoria
periférica resulta de interés a la hora de planear futuros experimentos. En particular,
seria valioso medir los niveles de citoquinas en plasma y en cerebro, ya que estas
moléculas son las candidatas a estar mediando la comunicacién entre una respuesta
inflamatoria periférica alterada y el estado neuroinflamatorio del SNC, con sus

consecuentes efectos sobre el comportamiento.

7.4.3 Dimorfismo sexual: neuroglia en el desarrollo

Las células gliales, en particular la microglia y los astrocitos, son las células
inmunes principales dentro del SNC. A lo largo de la seccion 1.4.1, hemos mencionado
sus roles tanto en los procesos inflamatorios, como en el funcionamiento neuronal y
mantenimiento de la homeostasis extracelular, a través de la regulacién de la
concentracion de iones, aminoacidos excitatorios, neurotransmisores y metabolitos
(Parpura et al., 2012; Nedergaard et al., 2003; Alvarez-Buylla y Lim, 2004).

Ademas, a lo largo del desarrollo, las células gliales asisten en numerosos
procesos esenciales para la formaciéon del SNC tales como neurogénesis, migracién
celular, organizacion cortical, guiado neuroaxonal, sinaptogénesis, podado sinaptico

(pruning) y muerte celular programada (Fields y Stevens-Graham, 2002; Araque y
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Navarrete, 2010; Pfrieger, 2010; Sharif y Prevot, 2010; Stipursky et al., 2011). Los
astrocitos participan en el control de la conectividad de los circuitos neuronales: la
astroglia regula la formacién, maduracién, mantenimiento y estabilidad de las sinapsis.
La mayor parte de la sinaptogénesis ocurre luego del nacimiento y depende
significativamente de los astrocitos, ya sea por la liberaciéon de factores o produccion
de proteinas de la matriz extracelular (Kettenmann y Verkhratsky, 2013; Eroglu y
Barres, 2010). Durante el desarrollo temprano, las células microgliales participan en
mecanismos de plasticidad sinaptica, poseen roles en el remodelado de las espinas
dendriticas y eliminaciéon de sinapsis, asi como en el pruning en el cerebro postnatal
(Tremblay et al., 2010; Tremblay y Majewska, 2011; Tremblay et al., 2011)

A pesar de cumplir roles funcionales similares, y estar involucrados en los
mismos procesos, los astrocitos y la microglia presentan distintos origenes
embrionarios y ontogenias dentro del cerebro en desarrollo. Las células microgliales se
originan de manera temprana en el desarrollo embrionario, los progenitores
microgliales surgen de tejido mieloide periférico, de origen mesodérmico, desde donde
migran y colonizan el cerebro alrededor de GD9-10 en roedores (Chan et al., 2007;
Ginhoux et al., 2010). Inicialmente se localizan alrededor de regiones subcorticales
como el hipocampo, y alrededor del cuerpo calloso (Cuadros y Navascués, 1998;
Wang et al., 2002), desde donde migran a sus destinos finales donde continua la
proliferacion y diferenciacion. En cambio, los astrocitos derivan de células progenitoras
neurales de origen neuroectodérmico, y se diferencian cerca del final del desarrollo
embrionario. Durante la gestacion, estos progenitores neurales generan neuronas en
primer lugar y astrocitos en segundo, mediante un proceso que requiere encendido y
apagado de genes especificos a través de mecanismos epigenéticos (Takizawa et al.,
2001.

En este punto es importante destacar que la administracion de VPA a GD12.5
se encuentra cercana al momento en que las células microgliales invaden el SNC,
migran y se diferencian. Ademas, dado que éstas influyen posteriormente en la
diferenciacién de los astrocitos hacia el final del proceso gestacional, cambios
epigenéticos inducidos por el efecto inhibidor de la deacetilasa de histonas del VPA,

con su consecuente ola de hiperacetilacion 2 hs luego de la administracion (Kataoka et
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al.,, 2011), podrian estar actuando sobre las células microgliales embrionarias,
afectando su migraciéon, morfologia y funcidon. Teniendo esto en cuenta, y
considerando también el sesgo sexual en la prevalencia de los TEA, es de particular
interés que hayan sido encontradas diferencias sexo-especificas en el numero y
morfologia de la glia durante el desarrollo.

La primera evidencia de diferencias sexuales en la morfologia astrocitica y su
correlacion con diferencias en la morfologia neuronal fue hallada en el nucleo arcuato
de ratas, una regién critica para el control de la secrecién de gonadotrofinas. Aqui,
machos neonatales presentan menor cantidad de espinas dendriticas que las
hembras, asi como astrocitos con mayor cantidad de procesos y ramificaciones.
Ademas, esta diferencia depende de los niveles de testosterona neonatal durante el
periodo critico de diferenciacion sexual del cerebro (Mong et al., 1996; Mong et al.,
1999). Resultados similares fueron hallados en el area preoptica, una region
involucrada en la expresion del comportamiento sexual masculino en la adultez, donde
la morfologia neuronal también es dependiente de la morfologia de los astrocitos y de
la sintesis de protaglandina E2. Los machos poseen mas espinas dendriticas que las
hembras, diferencia que se establece a través de la accidon del estradiol durante el
periodo critico de diferenciacion sexual y se mantiene hasta la adultez (Amateau y
McCarthy, 2002).

En un trabajo realizado en ratas ha sido demostrado que varias regiones
involucradas en procesos cognitivos, incluyendo la corteza parietal, el hipocampo y la
amigdala, presentan una diferencia sexo-especifica, que varia a lo largo del desarrollo.
En las primeras etapas del desarrollo postnatal, alrededor de P4, los machos
presentan una mayor cantidad de células microgliales redondeadas y con procesos
gruesos que las hembras en la corteza parietal, CA1, CA3, giro dentado y amigdala.
En etapas mas avanzadas del desarrollo, a P30, y también en la adultez, a P60, esta
tendencia cambia y son las hembras quienes exhiben un fenotipo activado en mayor
medida que los machos, en estas mismas regiones (Schwarz et al., 2012). Dado que a
GD17, etapa previa al comienzo de produccion de hormonas sexuales, no se observan
diferencias entre ambos sexos, y dado que las células microgliales expresan

receptores para hormonas sexuales (Milner et al., 2005) y enzimas de conversion de
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esteroides (Gottfried-Blackmore et al., 2008; Gottfried-Blackmore et al., 2010), es
probable que las diferencias en la colonizacién microglial durante el desarrollo se
encuentren guiadas por la exposicion diferencial a hormonas sexuales. El estrégeno
es importante en las respuestas basales y pro-inflamatorias de las células microgliales
adultas, en tanto que la testosterona inhibe la activacion glial (Barreto et al., 2007,
Habib y Beyer, 2015; Sierra et al., 2008). Un fendmeno similar se observa en el
cerebro de ratones, el hipocampo de las hembras presenta mas cantidad de células
microgliales y astrocitos que el de los machos, diferencia que va consolidandose a lo
largo del desarrollo (Mouton, 2002).

Esta diferencia en la cantidad de células microgliales, y su consecuente
diferencia en la expresién de moléculas inmunes, podria tener grandes efectos
sexo-especificos en el funcionamiento del sistema neuroinmune ante lesiones o
desafios inmunolégicos en el periodo temprano de desarrollo, con consecuencias
disimiles a largo plazo. Por ejemplo, ante una infeccion a P4, ratas machos presentan
cambios duraderos en el funcionamiento de la microglia, afectando el aprendizaje y la
memoria en la adultez (Bilbo et al., 2005; Bilbo et al., 2008; Williamson et al., 2011),
aunque esto no sucede si la infeccion es a P30 (Bilbo et al., 2006) o en animales
hembras (Bilbo et al., 2011). Ademas, los machos son también mas sensibles a otras
alteraciones tempranas: exhiben mayor muerte neuronal hipocampal y reactividad
astrocitaria que las hembras como consecuencia de un protocolo de separacion
materna (Llorente et al., 2009) y presentan mayor muerte celular en el hipocampo en
un modelo de isquemia neonatal (Hilton et al., 2003; Nunez et al., 2003).

Si consideramos que las hembras adultas presentan mayor cantidad de células
microgliales, que ademas poseen una morfologia mas activada en comparacion a los
machos adultos; y teniendo en cuenta la relacion cercana existente entre la morfologia
microglial y su funcién (revisado en Ransohoff y Perry, 2009), las acciones de la
microglia presente en el cerebro femenino podrian tener consecuencias funcionales

muy diferentes que aquellas observadas en el cerebro de los machos adultos.
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7.5 Posible rol protector de la neuroinflamacion

La neuroinflamaciéon es un fendbmeno dual, ya que es responsable de efectos
tanto dafiinos como beneficiosos (Sierra et al., 2013; Benraiss et al., 2016). Sus
propiedades funcionales son cruciales en la respuesta inmune, aunque sus
consecuencias pueden ser igualmente destructivas para las células neurales sanas.
En la mayoria de los casos resulta conveniente para el SNC, ya que tiende a minimizar
la lesién y reparar el tejido dafado (Czlonkowska y Kurkowska-Jastrzebska 2011).

Las propiedades fagociticas y citotdxicas de la microglia activada fueron
caracterizadas en el laboratorio de Kreutzberg (Banati et al., 1993; Kreutzberg, 1996).
La vision clasica considera que tras una lesion o dafio al SNC, las células microgliales
sufren transformaciones morfoldégicas y se convierten en microglia reactiva. Este
estado activado, caracterizado por una morfologia ameboide y la expresién de factores
pro-inflamatorios, es considerado perjudicial para el funcionamiento neuronal, y en
caso de persistir en el tiempo puede llevar a neurodegeneracion (Perry y Teeling,
2013).

Sin embargo, recientemente, varias analogias entre macréfagos y células
microgliales llevaron a postular la hipétesis de la existencia de fenotipos similares en
ambos tipos celulares, donde la microglia también podria presentar un estado de
activacion alternativo beneficioso para la poblaciéon neuronal.

Tanto los linfocitos Th1 como los Th2 colaboran con los linfocitos B en la
expansion clonal y produccién de anticuerpos (Smith et al., 2000). La respuesta de los
linfocitos Th1 produce factores pro-inflamatorios, IFN-y y TNF-a, entre otros; mientras
que la respuesta de los linfocitos Th2 produce factores antiinflamatorios,
principalmente IL-4 e IL-10 (Chhor et al.,, 2013). Estas respuestas suelen ser
asociadas a la polarizacién en la activacion de macrofagos, células fagociticas que en
estado de reposo remueven patdgenos y células muertas. Los macrofagos pueden
atravesar la via de activacion clasica M1 que correlaciona con la respuesta Th1 y
contribuye a la inflamacion; aunque también pueden seguir la via alternativa M2, que

correlaciona con la respuesta Th2 (Schebesch et al., 1997).
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Dependiendo del patégeno o del estimulo en cuestion, las células microgliales
pueden ser clasificadas dentro de dos fenotipos principales, segun sus funciones
efectoras. El fenotipo de polarizacion M1 es estimulado por LPS, IFN-y e hipoxia; y
produce especies reactivas de oxigeno (ROS), proteasas y citoquinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1B e IL-18 a través de la activaciéon del inflamasoma (Habib et al.,
2014; Fumagalli et al.,, 2015; Orihuela et al., 2015). El fenotipo de activacion
alternativo, denominado M2, fue originalmente descrito tras la exposicién a la citoquina
IL-4 de la respuesta Th2 (Veremeyko et al., 2013; Zanier et al., 2014); sus propiedades
antiinflamatorias son mediadas por la produccion de IL-4 e IL-13, y la sobreexpresion
de factores neurotréficos que promueven el remodelamiento y reparacién de tejidos y
angiogénesis (Starossom et al., 2012; Chen y Trapp, 2015). La polarizacion en la
respuesta tanto de macréfagos como de células microgliales no sélo se encuentra
modulada por las respuestas Th1y Th2, sino que también pueden ser inducidas por la
interaccion con otros tipos celulares como las células NK (Lapaque et al., 2009).

El descubrimiento de los distintos subtipos de macréfagos y microglias ha sido
acompafado con la identificacion de varios marcadores fenotipicos para detectar el
estado activado clasico y alternativo, entre los que se encuentran citoquinas,
quimioquinas, proteinas receptoras de superficie y numerosas proteinas involucradas
en las funciones y adquisiciéon de los distintos fenotipos (revisado en Franco y
Fernandez-Suarez, 2015). Esta expresion diferencial de genes es la responsable de
los efectos pro y antiinflamatorios de los fenotipos M1 y M2.

Mas alla de que estas categorias resultan las mas comunes para representar la
polarizacién microglial, se propone la existencia de varios subtipos fenotipicos, cuya
accién produciria un efecto neto perjudicial o protector (Belarbi y Rosi, 2013). En un
trabajo de Chhor et al. (2013) se postula que las células M1 son citotéxicas y exhiben
marcadores proinflamatorios; las células M2a contribuyen a la reparacion y
regeneracion a través de la expresion de moléculas antiinflamatorias e
inmunoreguladoras; y las células M2b/c constituyen el fenotipo desactivante y
expresan también marcadores antiinflamatorios.

En el anadlisis de densidad microglial realizado en esta tesis utilizamos la

clasificacion de Kreutzberg (1996) de estadios de activacion (ver seccion 2.5.3).
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Teniendo en cuenta sélo la morfologia celular podemos realizar una correspondencia
entre microglia en reposo, o tipo I, con el fenotipo MO, M2a y M2c: cuerpo celular
pequeno, procesos largos y ramificados. La microglia en estado de activacion llI-1ll de
Kreutzberg resulta similar al fenotipo M2b, con un cuerpo celular mas voluminoso y la
presencia de menor cantidad de procesos, mas cortos y menos ramificados. Por
ultimo, la microglia en estadio IV podria corresponderse con un fenotipo de activacion
M1, caracterizado por la presencia de un cuerpo celular ameboide y procesos muy

pequefios 0 ausentes.

Antiinflamatorio/reparacion Proinflamatorio
MO M2a M2b M2c | M1

Figura 7.1 - Estados de activacion de las células microgliales. Se esquematizan
los fenotipos de activacion clasico (M1) y alternativo (M2). El fenotipo en reposo (MO)
puede ser incluido dentro del grupo M2 como un fenotipo protector atenuado

(Adaptado de De Franco and Fernandez-Suarez, 2015).

Este ultimo tipo celular se encontrd practicamente ausente en el cerebro de los
animales estudiados. Tanto en el desarrollo postnatal como en la adultez, en las
regiones analizadas en ambos sexos casi no se observaron células microgliales en
estadio IV. La gran mayoria de las células microgliales cuantificadas resultaron ser las
tipo I, con una mucho menor presencia de células tipo Il-lll, con diferencias de un

orden de magnitud dependiendo de la region cerebral en cuestion.
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La ausencia entonces de células microgliales tipo IV o0 M1, sumada al hecho de
que no se observa en el tejido cerebral otras senales de neuroinflamacién severa o
neurodegeneracion como las que suelen estar presentes en modelos de isquemia,
lesion cerebral traumatica o enfermedades neurodegenerativas cronicas (revisado en
Perry y Teeling, 2013), nos lleva a pensar que las células microgliales presentes en el
cerebro VPA se corresponden a un fenotipo de activaciéon M2.

De esta manera, la mayor presencia de estas células en los cerebros VPA
femeninos podria estar ejerciendo un rol protector, manteniendo la homeostasis
extracelular y el funcionamiento neuronal, evitando la aparicion del fenotipo de
sociabilidad reducida en las hembras. El mecanismo mediante el cual el fenotipo de
activacion microglial estaria afectando el comportamiento social es aun desconocido.
Estas células podrian estar actuando de manera indirecta, a través de la produccién
de citoquinas y quimioquinas, o de manera directa sobre los circuitos neuronales, a
través de sus funciones de mantenimiento de la plasticidad sinaptica tales como el
remodelado de las espinas dendriticas y la eliminacién de sinapsis.

El concepto de fenotipos de activacion microgliales multiples es relativamente
nuevo, por lo que las evidencias sobre sus funciones particulares y los procesos en los
que participan es aun escasa (Cherry et al., 2014). A pesar de esto, creemos que es
suficiente para plantear una hipétesis interesante, dando lugar a futuros experimentos
a realizar en el laboratorio. Como puntapié inicial en la caracterizacion del fenotipo
microglial especifico en las hembras VPA podria realizarse un analisis mas detallado
de la morfologia celular, asi como de la expresion de marcadores especificos de
polarizacién fenotipica y expresion de citoquinas y quimioquinas. Con esta informacion
podrian disefarse experimentos de manipulacion de factores polarizadores de manera

de evaluar hipoétesis especificas.
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7.6 Modelo propuesto

Basandonos en las evidencias presentadas a lo largo de esta seccidn, creemos
que el VPA produce efectos diferenciales en el comportamiento y respuesta
inflamatoria de machos y hembras debido a que se encuentra actuando sobre
sustratos disimiles. Los dimorfismos sexuales presentes de manera natural en los
animales generan reacciones distintas ante un mismo estimulo durante el desarrollo
prenatal, provocando consecuencias dispares a largo plazo.

Proponemos que los efectos epigenéticos tempranos del VPA alteran el normal
desarrollo de los progenitores microgliales. La ola de hiperacetilacion posterior a la
administracion de VPA (Kataoka et al., 2011) podria generar una disrupcion en la
migracion y colonizacién del SNC, afectando también su morfologia y funcion. Debido
al importante rol que cumple la microglia durante el desarrollo del cerebro, esto podria
afectar su correcto desarrollo.

Estos efectos podrian ser sexo-especificos debido al dimorfismo sexual en la
colonizacién microglial del cerebro durante el desarrollo (Schwarz et al., 2012), y
perdurar a través de mecanismos epigenéticos a lo largo del periodo postnatal e
incluso la adultez, ambas etapas en donde hemos observado una mayor densidad glial
en hembras VPA y no asi en machos. En la adultez, estas diferencias podrian ser
exacerbadas por accion de las hormonas esteroideas sexuales, ya que en lineas
generales los estrogenos fomentan la activacion glial mientras que la testosterona la
inhibe (Barreto et al., 2007; Habib y Beyer, 2015; Sierra et al., 2008).

Hipotetizamos también que esta diferencia en los niveles de densidad glial es
la responsable de los efectos dimorficos en el comportamiento social. La microglia en
el cerebro de las hembras VPA presenta indicios de encontrarse polarizada hacia un
fenotipo de activacion M2, ejerciendo efectos protectores sobre los circuitos neurales,
manteniendo la correcta homeostasis y evitando asi las alteraciones en los niveles de

sociabilidad observadas en los machos VPA. Esto se ve apoyado por el hecho de que
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hembras VPA expuestas a inflamacién postnatal durante un periodo critico del
desarrollo no presentan mayor densidad glial en la adultez, pero si exhiben un fenotipo
de sociabilidad reducida al igual que los machos.

Aunque hemos encontrado evidencias que sugieren que las alteraciones gliales
postnatales podrian verse guiadas por un mecanismo epigenético actuando a través
de los niveles de acetilacion de histonas; el hallazgo del mecanismo especifico
mediante el cual un estimulo prenatal afecta los niveles de neuroinflamaciéon y
sociabilidad en la adultez escapa al alcance de esta tesis. Sin embargo, consideramos
que se han sentado importantes bases para el estudio de posibles mecanismos de

resiliencia a los TEA en la poblacion femenina.
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