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RESUMEN

El trastorno del espectro autista (TEA) se origina durante el neurodesarrollo y se caracteriza
por dificultades en las interacciones sociales, la comunicacion y la presencia de patrones de
movimiento repetitivos (estereotipias). Su etiologia sigue siendo desconocida para la
comunidad cientifica, aunque se sabe que el ambiente es uno de los factores que influyen en
¢l. Si bien estd muy estudiado el factor ambiental en el desarrollo de las areas corticales
implicadas en las caracteristicas de este trastorno, apenas hay investigaciones centradas en las

areas subcorticales.

Este trabajo estudi6 la influencia de las infecciones maternas como posible factor ambiental
en el neurodesarrollo del nucleo accumbens, una de las regiones subcorticales encargadas del
control de la actividad motora, con una posible implicacion en las estereotipias del TEA. Para
ello, se usé un modelo animal preclinico de activaciéon inmune materna, al cual se le inyecto
un compuesto para simular una infeccion viral. Mediante técnicas de imnunohistoquimica se
estudid el neurodesarrollo de las neuronas inhibitorias de esta region en la descendencia y se

determin si esta perturbacion en la gestacion influy6 en ella.

Palabras clave: neurogénesis, factores ambientales, infecciones maternas, trastorno del

espectro autista, nicleo accumbens, neuronas inhibitorias, estereotipias.



L INTRODUCCION

1. DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO EN MAMIFEROS
1.1 Neurodesarrollo

El neurodesarrollo es el proceso de formacion del sistema nervioso (SN), que consta de
varias etapas como son la neurogénesis, la sinaptogénesis, proceso en el cual se establecen
conexiones sindpticas neuronales y posterior eliminacion de las mismas en exceso, conocido
como poda sinaptica (Budday et al., 2015; Molnar et al., 2019), y la mielinizacion, etapa en la
cual se produce la envoltura de los axones de mielina por los oligodendrocitos (células

macrogliales) para dar lugar a la sustancia blanca (Budday et al., 2015; Molnar et al., 2019).

En los mamiferos, el desarrollo del embrion empieza tras su implantacion en el ttero varios
dias después de la fecundacion y, posteriormente, suceden una serie de procesos que dan lugar
a las diferentes capas de tejido embrionario (ectodermo, mesodermo y endodermo), de las
cuales se originan los 6rganos y tejidos del futuro individuo.

En una de las fases, se produce la proliferacion de las células del ectodermo que estan en
contacto con el mesodermo para dar lugar a la placa neural. Esta se pliega sobre si misma
formando lo que se denomina tubo neural. Este sufre un proceso de diferenciacion que da lugar

a las diferentes estructuras del sistema nervioso (Delhaye-Bouchaud, 2001; Silbereis et al.,

2016).

1.2. Neurogénesis

Tras la diferenciacion del tubo neural, se produce la neurogénesis, que es la etapa en la cual
se originan, proliferan y migran los diferentes tipos neuronales hacia sus lugares definitivos.
El tubo neural estd recubierto por un epitelio pseudoestratificado de células madre
neuroepiteliales, formando la llamada zona ventricular (VZ), que presentan una gran
capacidad de division. Conforme proliferan, se van colocando debajo de esta zona para formar
otra capa de células también proliferativas, la zona subventricular (SVZ). Las células que salen

de esta zona dan lugar a las neuronas de proyeccion.

Las células de la VZ y SVZ, que se transformaran en células gliales radiales y se extienden
hasta la pared cortical, son el origen de las futuras neuronas y macroglia. Presentan dos tipos
de divisiones celulares: simétrica y asimétrica. En primer lugar, se produce la division
simétrica, en la que una célula da lugar a dos nuevas células progenitoras, y asi sucesivamente

para autorrenovarse y aumentar el grosor de la zona ventricular. Posteriormente, cambian al



tipo de division asimétrica. En ella, una de las células hijas se queda en la zona ventricular
como célula de glia radial y la otra se convierte en una célula progenitora intermedia que dara
lugar a los neuroblastos (neuronas inmaduras) (Budday et al., 2015; Jiang and Nardelli, 2016).
Los neuroblastos expresan la doblecortina (DCX) en su migracion en el estadio embrionario

y en la zona subventricular en el adulto (Yang et al., 2004).

1.2.1 Neurogénesis de los diferentes tipos neuronales e interneuronas

El telencéfalo de los mamiferos se divide en dos regiones: el palio, correspondiente a la parte
dorsal y que da lugar a las areas corticales, y el subpalio, en la region ventral, que corresponde
con las regiones subcorticales (tdlamo, hipotalamo, ganglios basales, hipocampo, amigdala,
cerebelo y el tronco del encéfalo) (Jiang and Nardelli, 2016). Del subpalio se originan los
diferentes tipos neuronales, que, dependiendo del neurotransmisor que liberan en los procesos

de sinapsis, pueden ser excitatorias o inhibitorias.

Las neuronas excitatorias (piramidales), cuyo neurotransmisor es el glutamato, se originan

en el palio y daran lugar a las seis capas corticales (Jiang and Nardelli, 2016).

Las neuronas inhibitorias, cuyo neurotransmisor es el acido y-aminobutirico (GABA), se
originan en el subpalio, en el cual se encuentran regiones neurogénicas como son las
eminencias ganglionares y la region predptica, y migran hacia las areas corticales (Lim et al.,
2018; Silbereis et al., 2016). En los ganglios basales y en la amigdala, hay neuronas
inhibitorias de proyeccion que conectan regiones del cerebro, y las interneuronas, un tipo

neuronal que modula la actividad de los circuitos locales (Budday et al., 2015).

1.3 Neurogénesis de los ganglios basales

Los ganglios basales son un conjunto de nticleos en el subpalio de los mamiferos que estan
formados por el cuerpo estriado (en su parte dorsal contiene a los nicleos caudado y lenticular
[putamen y globo palido] y en su parte ventral, al ntiicleo accumbens (Nac) [en esta region se
centrd centrar este trabajo] y al tubérculo olfatorio), los nticleos subtalamicos y la sustancia

nigra (Thabault et al., 2022).

El cuerpo estriado estd compuesto por una matriz y por los compartimentos del estriosoma.
La matriz contiene a las neuronas medianas de proyeccion espinosas GABAérgicas (MSN)
que reciben la informacién procedente de las vias corticales. Estas neuronas son de dos tipos
principales: las pertenecientes a la via directa (promueven la actividad motora), que expresan

los receptores de dopamina D1 y proyectan hacia la parte interna del globo palido y la
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sustancia nigra, y las de via indirecta (inhiben la actividad motora), que expresan el receptor

D2y proyectan a la parte externa del globo palido (Fuccillo, 2016; Li and Pozzo-Miller, 2020).

También contiene interneuronas colinérgicas excitatorias e interneuronas GABAZérgicas
inhibitorias dependientes de calcio, ambas responsables en la modulacion de la informacion
de entrada al estriado. De estas ultimas, hay cuatro tipos que expresan parvalbumina (PV),
somatostatina (SST), calretinina (CR) y tirosina hidroxilasa (TH) (Li and Pozzo-Miller, 2020;
Lim et al., 2018; Molnar et al., 2019).

- Parvalbumina (PV): estas interneuronas inhibitorias participan en la funcion estriatal de la

busqueda de recompensa y en la regulacion de la actividad motora (Nahar et al., 2021).

- Somatostatina (SST): tienen un papel importante en la integracion sensoriomotora, asi

como también en el aprendizaje y la memoria. En el cuerpo estriado participan en el
aprendizaje por recompensa, el movimiento voluntario dirigido a objetos y en la
adquisicion de habitos (Cattaneo et al., 2019).

- Calretinina (CR): constituyen entre el 10 % y 30 % de las interneuronas GABAérgicas y

presentan una morfologia variable en los ratones. Se desconocen las funciones que
desempefian a nivel de comportamiento (Cauli et al., 2014) .

- Tirosina hidroxilasa (TH): se desconoce su papel en el comportamiento del individuo, pero

se ha visto en experimentos que, si se lesionan, afectan a la actividad motora dirigida hacia
los objetos. Presentan el receptor de dopamina, aunque no son dopaminérgicas, y reciben
informacion excitadora por parte del tdlamo. Se encuentran tanto en el cuerpo estriado
dorsal como ventral, aunque la mayoria de ellas se localizan en la matriz del estriado dorsal
(Kaminer et al., 2019).
Tanto las neuronas MSN (desde E10.5 hasta E18.5 en ratones) como las interneuronas (desde
aproximadamente E9.5 hasta E18 en ratones) se originan en las zonas neurogénicas del
subpalio, que estan formadas por la region preoptica, el tabique y las eminencias ganglionares

(Figura 1) (Knowles et al., 2021; Lim et al., 2018). Estas tltimas se dividen en:

- Eminencia ganglionar lateral (LGE): da lugar a las neuronas medianas de proyeccion

(MSNs) GABA¢érgicas y a algunas interneuronas del estriado. Las MSNs forman alrededor
del 95% del cuerpo estriado y su neurogénesis da lugar a subgrupos en tres tiempos
sucesivos: las que nacen alrededor de E11 se ubican cerca de los estriosomas, las que
nacen en E14 se colocan en la matriz estriosdmica, y las que nacen de forma tardia en E17
se disponen en los compartimentos anulares cercanos a los estriosomas (Figura 1B)

(Knowles et al., 2021; Matsushima and Graybiel, 2020). La identificacion de las MSNs se



realiza mediante la técnica de inmunohistoquimica con el marcaje anti-DARPP-32. La
DARPP-32 es una fosfoproteina dependiente de dopamina y adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), que es regulada por la activacion del receptor dopaminérgico D1 de las
MSNs (Greengard et al., 1999).

Eminencia ganglionar medial (MGE): origina las interneuronas GABA¢érgicas de tipo PV

en su parte dorsal (alcanzan su pico de proliferacion maxima aproximadamente en E12) y
SST en su parte ventral (alcanzan el pico de proliferacion maxima aproximadamente en
E14), y a las interneuronas colinérgicas (se originan antes de E12) (Figura 1B)(Chen et
al., 2010; Knowles et al., 2021; Mi et al., 2018).<

Eminencia ganglionar caudal (CGE): produce las interneuronas inhibitorias de tipo CR

(aproximadamente a partir de E15 en ratones) y a las interneuronas que expresan el

receptor de serotonina SHT3A (Figura 1B) (Knowles et al., 2021; Lim et al., 2018).
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Figura 1: Esquema del neurodesarrollo de los ganglios basales. A Regiones de origen de las neuronas
inhibitorias. Abreviaciones:5SHT3A, receptor de serotonina 3A4; cc, cuerpo calloso; ChAT, neurona
colinérgica;, CGE, eminencia ganglionar caudal, LGE, eminencia ganglionar lateral; MGE, eminencia
ganglionar medial; MSN, neuronas de espinas medianas, NAc, niicleo accumbens; POA, area predptica;
PV, parvalbumina; SST, somatostatina; v, ventriculo. B Ratios de proliferacion de las MSNs y de las
interneuronas desde las eminencias ganglionares hasta sus destinos definitivos. C Comparativa temporal
de la neurogénesis en ratones y humanos (Adaptada de Knowles et al., 2021) .

1.3.1 Funciones de los ganglios basales

Regulacion de las acciones motoras: Estan implicados en la seleccion de un determinado

patron motor en funcion de la rapidez de respuesta y del nivel de atencion que se requiere

para ejecutarla (Fuccillo, 2016). Pueden ser acciones dirigidas hacia un objetivo, cuya



respuesta es lenta, en una serie de pasos y requiere mucha atencidon, o acciones
automaticas, que se ejecutan de forma rapida y no necesitan prestar atencion. Dependiendo
del tipo de respuesta que se requiere, se activan circuitos especificos:

1. Control sensoriomotor: se encarga de seleccionar los patrones motores de
conductas automaticas. Estd formado por la interaccion entre la corteza
somatosensorial, el cuerpo estriado (concretamente el nucleo putamen) y el tdlamo
(lugar de relevo de la informacion entre la corteza y los ganglios basales).

2. Circuito asociativo: es el responsable de las acciones motoras dirigidas hacia un
objetivo y de la toma de decisiones. Se origina en la corteza prefrontal dorsolateral
y orbitofrontal medial y lateral, y continuia hacia el cuerpo estriado, concretamente
hacia el nucleo caudado, y finalmente llega al tdlamo (Ganglia et al., 2017).

En ambos circuitos también interviene la amigdala, que es la responsable de las
conductas dirigidas por las emociones y de las implicadas en la supervivencia del
individuo. En ratones a los que se les lesiona esta region, se observan alteraciones en el

equilibrio entre las respuestas dirigidas a un fin y las automaticas (Fuccillo, 2016).

- Control del comportamiento mediante su interaccién con el sistema limbico: todos los

estimulos del entorno son procesados por el sistema nervioso, cuya via de entrada son los
organos de los sentidos. El resultado es una respuesta que permite al individuo adaptarse
al entorno. Hay varios niveles de regulacion del comportamiento y los ganglios basales
participan en uno de ellos. La informacion procesada por las cortezas correspondientes es
enviada a los ganglios basales por medio del tdlamo. En ellos, gracias a las vias directas e
indirectas de las MSNs y a las interneuronas glutamatérgicas, se puede modificar la
informacion y seleccionar la respuesta motora adecuada. Este circuito corticoestriatal

también se conecta con la amigdala (Fuccillo, 2016; Ganglia et al., 2017).

- Comportamientos guiados por una recompensa: los ganglios basales interaccionan con los

sistemas dopaminérgicos para reforzar aquellas conductas motoras que son beneficiosas
para el individuo (obtienen una recompensa). El NAc recibe informacién del area
tegmental ventral (sistema dopaminérgico), del hipocampo y del hipotadlamo, y la manda

de vuelta al hipotdlamo y al area tegmental ventral (Fuccillo, 2016; Ganglia et al., 2017).

Las disfunciones en los ganglios basales se relacionan con diversos trastornos psiquiatricos

entre los que se encuentran la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, el déficit
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de atencion con hiperactividad (TDAH), el trastorno del espectro autista (TEA) (en el que
enfoco este trabajo), la esquizofrenia, el trastorno obsesivo-compulsivo y la distonia primaria
generalizada; y también con sindromes genéticos como el X fragil, sindrome de Rett y sindrome
de Tourette, entre otros (Fuccillo, 2016; Ganglia et al., 2017; Langen et al., 2009; Li and Pozzo-
Miller, 2020; Thabault et al., 2022).

2. TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO: TRASTORNO DEL ESPECTRO
AUTISTA

Los trastornos del neurodesarrollo son un conjunto de alteraciones neuroldgicas que aparecen
en la infancia y perduran durante toda la vida. Los conforman algunas discapacidades
intelectuales, el trastorno del espectro autista (TEA), el trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad (TDAH), los trastornos de la comunicacidn, el trastorno especifico del lenguaje

(TEL) y los trastornos motores (Morris-Rosendahl and Crocq, 2020).

El TEA es un trastorno del neurodesarrollo descrito bibliograficamente por primera vez por
el psiquiatra austriaco Leo Kanner en 1943, en su libro “Trastornos autistas del contacto

afectivo” (Baj et al., 2021).

2.1 Criterios diagnosticos

Segun la quinta edicion del manual de diagnoéstico y estadistico de los trastornos mentales de

la American Psychiatric Association (DSM-V), los criterios diagnosticos de este trastorno son:

- Déficit en la interaccion y comunicacion social: se incluyen aspectos como la reciprocidad
emocional, el inicio y mantenimiento de conversaciones, la comunicacion no verbal en
dicha relacion, la dificultad para entender el contexto social, entre otras.

- Patrones de comportamiento repetitivo (estereotipia) e intereses restringidos: se destaca la
monotonia, la escasa flexibilidad mental ante situaciones de cambios e imprevistos, una
excesiva intensidad en los intereses restringidos y la hiper/hipo reactividad ante estimulos
diversos.

- Dicho cuadro debe manifestarse en los primeros afios de vida como norma general, aunque
hay excepciones.

- Las caracteristicas descritas causan deterioro en areas de funcionamiento diario (Hervas

and Maraver, 2021).
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2.2 Prevalencia

Con respecto a su prevalencia a nivel mundial, los datos mas recientes que se tienen son de
2018, del Centro de Prevencion y Regulacion de enfermedades (CDC) en EE. UU, que se
establecié en 1 de cada 44 individuos (Centro de Prevencion y Regulacion de enfermedades
[CDC], 2018). A nivel mundial, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima la
prevalencia actual en 1 de cada 160 nifios, aunque estas cifras pueden variar segin los paises
debido a los diferentes rangos de edad utilizados para los estudios (Organizacion Mundial de
la Salud [OMS], 2022).

Si se estudia la tasa de prevalencia entre nifios y nifias, los datos actuales la establecen en 1
nifia por cada 4 nifios. Esto puede deberse a que el sexo femenino presenta mas comorbilidades
que coincide con otros trastornos psiquiatricos, lo que propicia que se les diagnostique con
estos ultimos, y no con autismo. También, el ser un grupo de poblacion con mayor interaccion
social y mas capacidad de imitacion favorece que “camuflen” sus rasgos propios del autismo,

pasando desapercibidas e infradiagnosticadas (Hervas et al., 2012; Zawadzka et al., 2021).

2.3 Etiologia

Actualmente se desconoce el origen exacto del TEA, pero se sabe que es multifactorial, al

igual que muchos trastornos psiquiatricos. Se da por la combinacion de:

- Factores genéticos (10-20% de los casos): mutaciones en algunos genes que producen

sindromes en los cuales los rasgos TEA estan entre su sintomatologia, como los genes del
complejo TSC1/TSC2 (complejo de esclerosis tuberosa), el gen FMR1 presente en el
sindrome X fragil, los genes de las vias de quinasa reguladas por sefiales extracelulares
(ERK) (Zawadzka et al., 2021), mutaciones en las células germinales de los progenitores
(Hall et al., 2023), mutaciones de novo, entre otros.

- Factores epigenéticos: mecanismos que modifican la expresion genética sin ser

heredables, entre los que se encuentran acetilaciones de histonas, metilaciones del ADN y

expresion de microARN, entre otros (Bergdolt and Dunaevsky, 2019).

- Factores ambientales: exposicion a productos quimicos, a contaminacion atmosférica,
edad de los progenitores (Zawadzka et al., 2021), dieta, estrés (Hall et al., 2023) o la
activacion inmunitaria materna durante la gestacion, entre otros. Es en este Gltimo factor

ambiental en el que se centrd este trabajo de investigacion.
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A pesar de que se han citado algunos ejemplos de posibles factores implicados en el origen
del TEA, no se puede aportar ningiin dato definitivo, ya que es en estos tltimos afios cuando
las investigaciones cientificas de las bases neurobioldgicas del TEA, y de otros trastornos del

neurodesarrollo, han cobrado amplitud.

3. ACTIVACION INMUNITARIA MATERNA

A nivel inmunitario, la gestacion es un periodo muy especial. Para que sea llevado a término
y evitar que el embridn sea rechazado, durante todo el proceso debe alcanzarse un equilibrio
entre el sistema inmune materno y el del descendiente desde el momento de la implantacion
hasta el parto (Zawadzka et al., 2021). Esto es lo que se denomina tolerancia inmunitaria, y en
ella participan las hormonas sexuales (los estrogenos inducen la produccion de anticuerpos y
reduce la liberacion de las células natural killers y factores de necrosis tumoral), citoquinas,
anticuerpos, proteinas inmunomoduladoras y células inmunocompetentes (linfocitos T
reguladores, células natural killer y células dendriticas) (Barafao, 2011; Zawadzka et al.,

2021).

Por todo ello, cualquier perturbacion de este equilibrio puede desencadenar un parto
prematuro (Hall et al., 2023) y producir alteraciones en el neurodesarrollo del descendiente
(Figura 2).

Por tanto, la activacion inmunitaria materna (MIA, por sus siglas en inglés) se define como
la respuesta inmunitaria materna durante la gestacion provocada por la infeccion por agentes
patogenos (virus, bacterias o parasitos) (Hall et al., 2023), o la exposicion a otros factores
como el estrés, asi como tener un indice de masa corporal alto que produce un estado
inflamatorio en este periodo (Boulanger-Bertolus et al., 2018), entre otros. En consecuencia,
se produce un aumento en los niveles de péptidos antimicrobianos proinflamatorios maternos
(citoquinas y quimiocinas), que son capaces de atravesar la placenta y llegar al cerebro del
embrion, ya que la barrera hematoencefalica en esta fase es muy permeable. Los péptidos mas
relevantes son la interleucina 6 (IL-6), la interleucina-17 (IL-17), la interleucina-1§, la
interleucina-10 (IL-10), la interleucina-4 (IL-4), el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y el
interferon  (IFN-fB) (Bergdolt and Dunaevsky, 2019; Massarali et al., 2022; Zawadzka et al.,
2021).
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Figura 2: Principales tipos de perturbaciones de origen materno que afectan al desarrollo cerebral
del feto (Vasistha and Khodosevich, 2021) .

3.1 Modelos animales

Se han documentado en muchos estudios la existencia de una relacion entre la MIA y las

alteraciones del neurodesarrollo en humanos. Los datos que se tienen hasta la fecha son
epidemiologicos, pero los mecanismos fisioldégicos que hay detrds de ello siguen siendo
desconocidos. En la actualidad, la investigacion biomédica trata de aclarar esta incognita
mediante el uso de modelos animales (Brown and Meyer, 2018; Massarali et al., 2022).
Los primeros modelos se desarrollaron a partir de la exposicion de ratones gestantes a virus
como el de la influenza o a Toxoplasma gondii (Brown and Meyer, 2018; Massarali et al.,
2022), pero hoy en dia, se emplean compuestos que mimetizan infecciones virales o
bacterianas como son:

- Acido poliinosinico-policitidilico (Poly I:C): ARN de doble cadena sintético que se utiliza

para simular una infeccion viral. Se une al receptor 3 de tipo Toll (TLR3) y provoca una

cascada de reacciones que acaba con la activacion de varios factores. Esto produce una

13



respuesta del sistema inmunitario que libera citoquinas para inhibir la replicacion de este
material genético (Hall et al., 2023; Massarali et al., 2022).

- Lipopolisacérido (LPS): endotoxina bacteriana que es componente de la pared celular de

las bacterias Gram negativas, que produce una respuesta inmune al unirse al receptor 4 de

tipo Toll (TLR4) de igual manera que lo hace el Poly I:C (Massarali et al., 2022).

4. ESTUDIOS PREVIOS DE MIA-TEA Y TEA-NEURODESARROLLOESTRIATAL

4.1 TEA y neurodesarrollo estriatal

Como se ha mencionado anteriormente, el TEA se caracteriza por alteraciones en las areas
social, emocional y comunicativa, y en el control del movimiento corporal (presencia de
patrones de movimientos repetitivos o estereotipias, que son movimientos ritmicos,
prolongados y predecibles de alguna parte del cuerpo sin ninguna finalidad, y que cesan con
la distraccion del sujeto). Al tratarse de un trastorno del neurodesarrollo, diversos estudios han
tratado de buscar alguna respuesta en la neurobiologia del desarrollo cerebral para estas
caracteristicas. Hasta la fecha, los datos que se tienen para ello son los adquiridos a través de

la realizacion de pruebas de imagen a nifios con TEA.

La mayoria de ellos estdn enfocados a las primeras caracteristicas, relacionadas con las areas
corticales. Pero hay muy pocos estudios centrados en las alteraciones del movimiento, que han
sido asociadas a las areas subcorticales, entre las que se encuentran los ganglios basales

(Figura 3).

Proposed Striatal Function
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Figura 3: Principales funciones propuestas del estriado y las alteraciones de las mismas que se
pueden encontrar en el trastorno del espectro autista (Fuccillo, 2016).
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En modelos animales se ha demostrado que las anomalias en los circuitos corticoestriatales
dan como resultado un mayor nimero de acicalamientos (patrones repetitivos) (Hegarty et al.,
2020). En otro experimento, se generaron ratones mutantes knock-out para neuroligina-3 (una
proteina de adhesion celular presente en las conexiones sindpticas que se ha asociado con el
TEA) en MSNs del NAc, y se les puso en una barra giratoria (rotarod) para inducirles un
patron motor automatico (colocacion de las patas traseras para la marcha). En comparacion
con los ratones silvestres, los knock-out mostraron mayor rapidez de producir el patron de
marcha estereotipado (colocaron las patas traseras mas rapido). A nivel molecular, en ellos se
detecto que el déficit de conexiones sinapticas inhibitorias producido por la mutacion alteraron

el equilibrio sindptico excitatorio/inhibitorio en la region cerebral estudiada (Fuccillo, 2016).

En cuanto a los estudios realizados en nifios, las pruebas de resonancia magnética muestran
volumenes del nucleo putamen y Nac aumentados en los nifios TEA estudiados de hasta un 34
% con respectos a controles neurotipicos (Thabault et al., 2022). También se midieron los
volimenes del nucleo caudado y del NAc, y ambos aumentaron conforme avanzod el
neurodesarrollo en los pacientes en el espectro autista en comparacion con los sujetos
controles, que en ellos disminuy6 con la edad (Langen et al., 2009).

Otros estudios obtuvieron resultados contrarios a los comentados anteriormente: en una
muestra procedente del grupo ENIGMA (Mejora de la genética de neuroimagen a través del
metaanalisis) compuesta por 1.571 personas en el espectro y 1.651 personas controles (entre
2 a 64 anos), se obtuvo unos volimenes de nticleo putamen, globo palido y nicleo accumbens
mas pequeiios en TEA con respecto a los controles (Van Rooij et al., 2018). En otra
investigacion compuesta por 81 nifios en el espectro autista menores de tres afios y 45 nifios
neurotipicos utilizados como controles, recopilaron 85 imagenes de resonancia magnética y
obtuvieron unos volumenes del Nac mds pequefios, asi como unos ventriculos laterales
aumentados en los nifios autistas (Shiohama et al., 2022). Por todo ello, a pesar de que en
algunos casos se han obtenido resultados significativos, de forma global no son concluyentes,
por lo que se deberia de seguir investigando el neurodesarrollo del area subcortical en este

trastorno, asi como los diferentes factores que lo pueden alterar.
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4.2 Influencia de la MIA en el TEA

Aparte de los estudios sobre las alteraciones en la morfologia cerebral en el TEA, otras lineas
de investigacion tratan de analizar la influencia de los factores ambientales en este trastorno
del neurodesarrollo. Entre ellos se encuentran las perturbaciones intrauterinas, como la MIA.
Los primeros datos de los que se tienen constancia de la relacion entre la MIA y los trastornos
del espectro autista en la descendencia se remontan a los afios sesenta del siglo pasado.
Después de la epidemia de rubéola que azoté6 EE-UU. en esa década, de los nifios expuestos
al patdégeno durante el primer trimestre de embarazo, entre un 8% y 13% fueron diagnosticados
de TEA tiempo después. Mas adelante, otros estudios relacionaron las infecciones virales o
bacterianas en el embarazo con un aumento en la probabilidad de la descendencia de tener
TEA de un 12% (Zawadzka et al., 2021).

A nivel molecular, se han analizado diversas muestras de suero sanguineo tanto en nifios en
el espectro como a sus madres en busca de posibles alteraciones. Se encontraron niveles de
varias quimiocinas elevadas en estos nifios, entre las que destacan IL-6, IL-17, IL-1b y IL-8
(que se relacionaron con patrones de conducta alterados entre los que se encuentran las
interacciones sociales reducidas y los movimientos repetitivos), asi como también el factor de
necrosis tumoral alfa y la proteina C reactiva (PCR) (Boulanger-Bertolus et al., 2018; Hall et
al., 2023; McLellan et al., 2022; Zawadzka et al., 2021). También se han encontrado estas
interleucinas aumentadas en muestras de tejido cerebral post-mortem y de liquido
cefalorraquideo de pacientes en el espectro. Estos compuestos aumentan la permeabilidad y
vulnerabilidad de la barrera hematoencefalica del embrion en desarrollo, provocando un
desequilibrio entre las citoquinas maternas y fetales y, por consiguiente, alteraciones en el

desarrollo cerebral (McLellan et al., 2022).

Los modelos animales de MIA confirman atin més esta relacion. Aquellos animales que han
sido expuestos a Poly I:C o a LPS durante la gestacién, muestran niveles elevados de IL-6
(Hall et al., 2023; Patterson, 2011; Zawadzka et al., 2021), y en los test de comportamiento
realizados posteriormente muestran pautas de comportamientos similares a la sintomatologia
TEA: reduccion en la interaccion social, aumento de las estereotipias (mayor acicalamiento o
enterramiento de canicas), déficit en la comunicacion y elevados niveles de ansiedad (Bergdolt
and Dunaevsky, 2019; Carlezon et al., 2019; Hall et al., 2023; McLellan et al., 2022; Patterson,
2011).

Es importante destacar que, a pesar de la obtencion de estos resultados, los efectos de la MIA

en otras regiones del sistema nervioso central, asi como los mecanismos fisiopatologicos que
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induce durante el desarrollo del sistema nervioso del embrion, siguen siendo desconocidos en
su mayor parte, y los estudios en humanos no permiten observar con detalle todo el proceso
inmunitario. Por tanto, la investigacién biomédica basica con los animales resulta esencial

(Hall et al., 2023; Zawadzka et al., 2021) .

II. OBJETIVOS

Partiendo de la existencia de una posible disfuncion estriatal en el TEA (presencia de
movimientos repetitivos), y la relacion de este trastorno del neurodesarrollo con la MIA como
uno de los posibles factores ambientales que contribuyen a su etiologia, la hipotesis de este
trabajo fue estudiar la neurogénesis de las MSNs e interneuronas inhibitorias del NAc en raton,
para ver si la MIA influy6 en ellos, como posible causa de las estereotipias en el trastorno del

espectro autista.

IIIl. MATERIALES Y METODOS.
1.ANIMALES UTLIZADOS.

Antes de empezar el experimento de este trabajo, se llevo a cabo un estudio previo de la
anatomia y organizacion neuronal del cuerpo estriado. Para ello se utiliz6 un modelo de raton
de tipo GAD67-EGFP de 15 dias de edad postnatal. El GAD (4cido glutdmico descarboxilasa)
es la enzima responsable de la sintesis del GABA (acido y-aminobutirico), principal

neurotransmisor inhibitorio del cuerpo estriado.

Para el experimento de la influencia de la MIA en la neurogénesis estriatal, se utilizaron
ratones de 22 dias de edad postnatal (P22) descendientes de hembras silvestres (wild type,
WT) consanguineas de la cepa C57BL/6J. Dado que la ratio de diagnostico del TEA por sexos
es de 1 de cada 4, este estudio fue realizado en cuatro hembras gestantes, dos de las cuales
fueron sometidas al tratamiento experimental y las otras dos, a una solucion fisioldégica como
control. Hay que aclarar que una de las hembras no estuvo prefada, por lo que los resultados
obtenidos son en base a las camadas de tres hembras. A continuacion, se detallan los sexos de

los descendientes de cada camada:

- Camada 1: 4 machos y 3 hembras.
- Camada 2: 4 machos y 3 hembras.

- Camada 3: 6 machos y 1 hembra.
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2. MODELO DE MIA

La induccion de la MIA se llevé a cabo con el 4acido polinosinico-policitidilico (Poly I:C)
para simular una infeccion viral. Para control, se emple6 una solucién de tampon fosfato salino

(PBS 1X) que mantiene la osmolaridad celular y tisular.

3. DATACION DE CELULAS

Para estudiar el efecto de la MIA en el origen y proliferacion neuronal en la etapa postnatal,
tras la inyeccion de Poly I:C se puso una inyeccion de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), un
analogo de la timidina, el nucledsido resultante de la union de la base nitrogenada timina con
el anillo de desoxirribosa en la molécula de ADN. Con un marcaje especifico por
inmunohistoquimica, permite determinar las neuronas que se han originado tras el momento
de la inyeccion, ya que se incorpora en la doble hélice en sustitucion de la timina conforme

las neuronas replican su material genético en sus procesos de division.

En la siguiente tabla se muestra el momento de las inyecciones tanto de Poly I:C como de

BrdU, las dosis de los mismos y el momento del sacrificio de las crias (Tabla 1):

Tabla 1: Resumen de los tiempos, dosis y vias de administracion de los tratamientos de
Poly I:Cy PBS a las ratonas gestantes y el momento de sacrificio de sus crias.

INYECCION | INYECCION SACRIFICIO
DE POLY DE BrdU EN DE CRIAS
I.C/PBS EN MADRES
MADRES
(50 mg/Kg
(10 mg/Kg peso)
peso)
E13,5 E13,5 P22
(vena de la cola) (intraperitoneal)

Se eligi6 E13,5 como una edad de gestacion intermedia para las inyecciones, en base a la
informacion recopilada en los apartados interiores sobre el momento cuando se originan los

diferentes tipos neuronales del cuerpo estriado.
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4. PROCESAMIENTO DEL TEJIDO
4.1. Anestesia, fijacion del tejido y sacrificio

Tanto los ratones GAD67-GFP como las hembras gestantes del modelo de MIA y
posteriormente sus crias, fueron anestesiados profundamente con una soluciéon anestésica
compuesta por xilacina, ketamina en solucion de cloruro sédico. En todo momento se siguiod

el protocolo de bienestar animal durante la experimentacion.

Posteriormente se llevo a cabo una perfusion intracardiaca con una bomba peristéltica, en la
que primero se lavo el circuito con PBS durante dos minutos, seguido de paraformaldehido
(PFA) al 4%, un compuesto fijador tisular, durante siete minutos aproximadamente.

Posteriormente, se extrajeron los cerebros y fueron inmersos en PFA 4% hasta el dia siguiente.

4.2 Corte del tejido

Los cerebros fueron introducidos en moldes hechos con una solucion de agarosa al 4% y se
dejaron enfriar a 4°C. A continuacion, fueron cortados con el vibratomo LEICA VT100S a un
grosor de 60 um en el plano coronal. Los cortes se colocaron de forma seriada en placas de
pocillos con soluciéon de mantenimiento compuesta por PBS con antifingico azida 0,02%. Se

mantuvieron a 4°C a la espera de la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica.

4.3 Anticuerpos

Debido a la presencia del marcador BrdU en el ADN celular, antes de proceder a la incubacion
tisular con los anticuerpos, los tejidos fueron sumergidos en 1mL de 4cido clorhidrico (HCI)
IN durante 45 minutos a 37°C en agitacion para desnaturalizar el material genético y permitir
asi que el anticuerpo anti-BrdU acceda facilmente al ADN. Tras ello, el tejido se renaturalizo

con una solucion de tampdn borato 0,1 M a temperatura ambiente durante 45 minutos.

Posteriormente, los cortes fueron incubados durante 1 hora con una solucion de bloqueo para
evitar uniones inespecificas de la membrana celular, compuesta por 5% BSA (proteina
albumina de suero bovino) y 0,5% Triton (detergente), a temperatura ambiente. Tras ello,
fueron incubados durante toda la noche en agitacion a 4°C con una soluciéon formada por la
solucion de bloqueo anteriormente descrita y los anticuerpos primarios utilizados para

identificar los diferentes marcadores de los tipos neuronales, que fueron:

- Anti- DARPP-32 (hecho en conejo (rabbit, Rb)) a una concentracion de 1:500: para
el marcaje de las MSNs en los modelos de ratones GAD67-GFP y en experimentos

de MIA.
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- Anti-DCX (hecho en cabra (goat, Go)) a una concentracion de 1:500 en el modelo de
GAD67-GFP.

- Anti-GFP (hecho en pollo (chicken, Ch)) a una concentracion de 1:1000: las
interneuronas del modelo de raton GADG67-GFP expresa la proteina verde
fluorescente (GFP).

- Anti-BrdU (hecho en rata (rat)), a una concentraciéon de 1:500 en experimentos de
MIA.

- Anti-Parvalbumina (PV) (hecho en raton (mouse, ms)) a una concentracion de 1:500:
para el marcaje de la interneurona inhibitoria que expresan parvalbimina en

experimentos de MIA.

Posteriormente, las muestras fueron lavadas durante 5 minutos con PBS en agitacion e
incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente, agitacion y oscuridad (para no alterar la
sensibilidad a la luz de los fluor6éforos de los anticuerpos secundarios) con una solucion
compuesta por la solucion de bloqueo y los siguientes anticuerpos secundarios, todos a una
concentracion de 1:1000 recomentada por el fabricante:

- Donkey anti-rabbit (647): para el anticuerpo primario anti-DARPP-32 en el modelo de
raton GAD67-GFP.

- Donkey anti-goat (555): para el anticuerpo primario anti-DCX en el modelo de raton

GADG67-GFP.

- Donkey anti-chicken (488): para el anticuerpo primario anti-GFP en el modelo de ratén

GADG67-GFP.

- Donkey anti-rat (555): para el anticuerpo primario anti-BrdU en los modelos de ratones

GADG67-GFP y en experimentos de MIA.

- Donkey anti-rabbit (488): para el anticuerpo primario anti-DARPP-32 en experimentos
de MIA.

- Donkey anti-mouse (647): para el anticuerpo primario anti-PV en el modelo de ratéon
MIA.

Por ultimo, los cortes fueron lavados durante 5 minutos con PBS para eliminar el exceso del
anticuerpo secundario e incubados durante 10 minutos en agitacién y oscuridad, con una
solucion compuesta por PBS y DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), un marcador fluorescente
que se intercala entre las regiones ricas en adenina y timina del ADN, tifiendo asi los ntcleos
celulares. Posteriormente, los cortes fueron lavados durante 5 minutos con PBS y se procedid

a su montaje.
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4.4 Montaje

Los cortes fueron colocados en portaobjetos biselados y se dejaron secar para eliminar el
exceso de PBS. Posteriormente se les administré el medio de montaje acuoso Inmumont y se

colocaron encima los cubreobjetos.

4.5 Visualizacion en el microscopio y cuantificacion neuronal
Los marcajes inmunohistoquimicos se analizaron en el microscopio Leica Thunder y se
tomaron fotografias con el objetivo de 20X. Las imagenes obtenidas del experimento de la
MIA, en formato tif, fueron procesadas con el programa FIJI para cuantificar las neuronas
doble positivas para BrdU y DARPP-32 y para BrdU y PV en un 4rea determinada en el NAc

(mm?).

5. ANALISIS ESTADISTICOS

Se calcularon las densidades de neuronas DARPP-327/BrdU" relativas a las éreas
determinadas del nucleo accumbens (n°células/mm?) de cada corte (cada individuo tuvo
aproximadamente entre 3 y 4 cortes) para luego obtener los datos medios por individuos y por

camada.

Con los datos medios por camada, fueron agrupadas segun tenian aplicados el tratamiento
con Poly I:C o el tratamiento de PBS usado como control y se calcularon los datos medios de
los dos grupos. Una vez obtenidos, con el programa estadistico PRISM se realizaron los test
de normalidad (Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk) para determinar si los datos seguian
una distribucién normal. Posteriormente se empled el test estadistico t-Student para dos grupos
(Poly I:C y control) para determinar si existen o no diferencias entre los mismos. Para ello,
dependiendo del resultado del test de normalidad, se utilizaron los datos de las medias (si los
datos siguieron una distribucion normal) o los datos de las medianas (si no siguieron una
distribucién normal). La hipétesis nula (Ho) fue la existencia de diferencias significativas entre
los grupos de tratamientos, y la alternativa (H1), lo contrario.

También quisimos estudiar si existen o no diferencias en las densidades neuronales en el Nac
a lo largo de su eje rostro-caudal. Para ello, con el mismo programa estadistico, se calcularon
los test de normalidad ya citados anteriormente. Posteriormente, se empled el test estadistico

ANOVA para varios grupos y el andlisis post-hoc de Kruskall-Wallis.
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La hipétesis nula (Ho) fue la existencia de diferencias significativas entre los grupos de

tratamientos, y la alternativa (Hi), lo contrario.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. ESTUDIO PREVIO DE LA ANATOMIA Y ORGANIZACION NEURONAL DEL
CUERPO ESTRIADO

Con el modelo de raton GAD67-GFP, quisimos estudiar la distribucion neuronal y
organizacion anatomica del cuerpo estriado (Figura 4). En ella, se pudo observar a las
neuronas GABAérgicas marcadas con la proteina verde fluorescente (GFP). Se distribuyeron
por toda la neocorteza (Cx), septum (Sp) y el cuerpo estriado (compuesto por el estriado dorsal
(dSt) y el estriado ventral, que contiene al Nac. El cuerpo estriado se identificd también por el
marcaje de DARPP-32 (en magenta), una proteina que es regulada por la activacion del
receptor de dopamina de las neuronas por un tipo de neuronas GABA¢érgicas, las MSNs. Este
se divide en dos regiones, el estriado dorsal, que contiene los estriosomas, del cual deriva el

nombre de la misma, y el estriado ventral, el cual contiene al Nac, nuestra area de estudio.

Figura 4: Organizacion anatomica y neuronal del
cuerpo estriado de un raton GAD67-GFP de 15 dias
postnatal (P15). Cx: neocorteza. dST: estriado dorsal.
Sp: septum. NAc: nucleo accumbens.
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2. INFLUENCIA DE LA MIA EN LA NEUROGENESIS DEL NAc
2.1 Neurogénesis de las neuronas medianas espinosas de proyeccion

Se calcularon las medias ponderadas de las densidades celulares de aquellas MSNs que
expresaron, al mismo tiempo el marcador para DARPP-32, en verde, y BrdU, en blanco (doble
positivas), indicando que dichas MSN se habian originado a E13,5 (Figura 5). Quedaron un
total de n=8 animales provenientes de las madres sometidas al tratamiento de Poly I:.C y n=7
animales procedentes de las madres que fueron tratadas con la solucion de control. Hay que
aclarar que, para evitar sesgos en la cuantificacion y analisis de las muestras, se ha trabajado
a ciegas con las muestras, sin saber el tipo de tratamiento al que fueron sometidos los animales.
Para llevar a cabo el analisis de los datos, en primer lugar, se aplicaron los test de normalidad

y se obtuvo que siguieron una distribuciéon normal.

Figura 5: Identificacion de MSN. A Vista general de un corte coronal del cerebro de un raton de 22 dias
postnatal (P22), donde se delimita el Nac (rojo). B Neuronas positivas para DARPP-32. C Neuronas
positivas para BrdU. D Neuronas dobles positivas para DARPP-32 y BrdU (flecha amarilla).

Posteriormente, cuando se analizaron los datos obtenidos en las cuantificaciones de células,
no se encontraron diferencias en la densidad de neuronas DARRP-32/BrdU" entre el grupo
control y el tratado con Poly I:C (t-Student; t=0,6045; p=0,5578>0,05) (Figura 6).
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Figura 6: Representacion de las medias de las densidades de neuronas
dobles positivas para DARPP-32 y BrdU en el Nac de un raton de 22 dias

postnatal (P22) con respecto a los grupos de tratamiento estudiados (Poly
I:Cy PBS).

Este resultado puede deberse a varios factores. Primero, hemos de tener en cuenta que se ha
analizado un numero reducido de muestras que no es lo suficientemente grande para detectar
grandes diferencias entre los tratamientos. Segundo, es preciso considerar que se ha estudiado
el efecto de la MIA en la poblacion general de MSNs, pero no se ha tenido en cuenta la
neurogénesis de las diferentes subpoblaciones de las mismas. Por tanto, podria darse el caso
que diferencias en subpoblaciones de MSNs hayan pasado desapercibidas en la cuantificacion
general de MSNs. Tercero, con respecto a la edad gestacional elegida para administrar el
tratamiento, anteriormente se ha comentado que las MSNs tienen tres picos de proliferacion
en su neurogénesis, que son aproximadamente a E11, E14 y E17. Por ultimo, cabe mencionar
la posibilidad de que a esta edad la MIA no tenga efecto alguno, no descartdndolo en otras

edades gestacionales.

2.2 Neurogénesis de las interneuronas que expresan parvalbimina

Aparte del estudio de las MSN, también quisimos analizar a las interneuronas inhibitorias que

expresaban parvalbumina en el NAc (Figura 7).
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Figura 7: Distribucion de las interneuronas que expresan parvalbiimina (en magenta) en un corte
coronal de un cerebro de raton de 22 dias postnatal (P22). A Vision general de un corte coronal del
cerebro. Cx: neocorteza. dST: estriado dorsal. NAc: nicleo accumbens. B Ampliacion de la corteza. C
Ampliacion del estriado dorsal, donde se observan sus estriosomas (sombras oscuras). D Ampliacion del
NAc, donde se observa la comisura anterior (dos circulos oscuros).

Se detecto la presencia de las interneuronas de PV tanto en la neocorteza (Figura 7B) como
en el estriado dorsal (Figura 7C), pero se detectaron muy pocas en el NAc (Figura 7D), por

lo que no se pudo llevar a cabo un analisis estadistico solido.

3. ESTUDIO DE DISTRIBUCION NEURONAL EN EL EJEROSTRO-CAUDAL

Por ultimo, quisimos estudiar si la distribucion neuronal en el NAc era homogénea o no a lo
largo del eje rostro-caudal. Para ello, se clasificaron los cortes en niveles del 1 al 4, siendo el
1 el mas rostral y el 4, el mas caudal, siguiendo el atlas histolégico PAXINOS (Paxinos and
Franklin, 2001) . Los niveles se determinaron en base a las siguientes coordenadas de Bregma:

nivel 1: 1,54 mm, nivel 2:1,18 mm, nivel 3: 0,86 mm y nivel 4: 0,62 mm (Figura 8).
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Figura 8: Niveles de estudio de la densidad neuronal del NAc (rojo) en el eje rostro-caudal en un modelo de

raton de E13.5. Los niveles se han establecido en base a la coordenada de Bregma del atlas histologico
PAXINOS. A Nivel 1. B Nivel 2. C Nivel 3. D Nivel 4.

En cada nivel se han agrupado los datos de las densidades medias de las distintas réplicas de
cada animal, sin hacer distinciones entre el tipo de tratamiento. Esto se debe a que el numero
de datos de cada nivel separandolos por tratamiento es muy bajo, por lo que no se podria hacer

un andlisis posterior sélido.

De la misma manera que el estudio anterior, se determind en primer lugar la normalidad de los
datos y se obtuvo que todos los niveles siguieron una distribucion normal salvo el 2 (Figura
8B). Por c¢llo, se trataron todos los datos como no normales. Posteriormente, tras analizar los
datos obtenidos de las medianas de las densidades celulares agrupadas en cada uno de los
niveles, no se encontraron diferencias entre ellos (test ANOVA y post-hoc de Kruskal-Wallis;

H=4,118; p=0,2490> 0,05) (Figura 9).
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Figura 9: Representacion grdfica de las medianas de las densidades de neuronas
dobles positivas para DARPP-32 y BrdU en el NAc de un raton a E13.5 a lo largo de
su eje rostro-caudal, mezclando los dos tratamientos.
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En la Figura 9, se representan los valores de las medianas de las densidades de MSN dobles
positivas para DARPP-32 y BrdU en la region del NAc a lo largo de los cuatro niveles rostro-
caudales establecidos. Se observa que son practicamente iguales en los niveles 1-3 (Figuras
8A, 8B y 8C respectivamente) en torno a 200 células DARPP-32/BrdU*/ mm?. En el nivel
4 (Figura 8D, Figura 9), la mediana es ligeramente superior a los otros niveles debido a que
se cuantificaron cifras elevadas de neuronas en un area muy pequefia al ser muy caudal, de ahi

que los resultados de las densidades hayan sido mayores.

La falta de diferencias en la distribucion rostro-caudal de células DARPP-32"/BrdU" pudo
deberse a varios factores, como fue el analisis de las MSNs a P22, hizo que se dejase un espacio
temporal de cuatro semanas desde la edad de la inyeccion de Poly 1:C (E13,5), pudiéndose
compensar en €l las posibles diferencias que se puedan producir en la distribucion de estas
neuronas en el propio proceso de neurogénesis. Segundo, al haber estudiado la poblacion
general de MSNSs, es posible que existan diferencias en la distribucion de subpoblaciones de
MSNss a lo largo del eje rostro-caudal en el NAc que queden enmascaradas en el numero total

de neuronas maduras.

A pesar de haber utilizado un modelo animal para realizar este trabajo, hay que tener en
cuenta una de serie de consideraciones al respecto, como es el momento del desarrollo de la
activacion inmunitaria en la gestacion, el sexo de las crias, las posibles diferencias en la
respuesta inmune entre las madres, la edad de los progenitores, o la dieta, entre otros (Hall et
al., 2023). Este modelo también tiene sus limitaciones, como la no produccion completa de
una respuesta inmunitaria al utilizar compuestos no virulentos, la no influencia de otros
factores en el individuo al realizarse el experimento en condiciones controladas, la eleccion
del organismo modelo o la variabilidad en el disefio experimenta de los modelos MIA en
roedores de diversos factores (Massarali et al., 2022). Todo ello debe de tenerse en cuenta de
cara a futuras investigaciones con estos modelos en trastornos psiquiatricos.

Por tultimo, las investigaciones cientificas sobre el TEA en humanos también tienen sus
propias limitaciones, como es la heterogeneidad clinica con la que se manifiesta el trastorno,
el diagnostico diferencial por sexos, sus comorbilidades con otros trastornos psiquiatricos, la
exclusion de determinados subgrupos de individuos dentro del espectro autista, la falta de
participantes sin TEA en algunos estudios, los diferentes protocolos de adquisicion de
muestras y los tamafios muestrales pequefios (Langen et al., 2009; Shiohama et al., 2022). Su
estudio en modelos animales es complejo, ya que el TEA es un trastorno que se manifiesta en

humanos. Debido a que sus caracteristicas son conductuales, el objetivo de los modelos es
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conseguir reproducirlas lo mas fielmente posible. Los que suelen presentar un mayor grado de
validacion a nivel conductual son los que han sido creados en base a las alteraciones genéticas
humanas de este trastorno, pero el problema reside en la no consideracion de la etiologia
multifactorial del TEA y en la no existencia de pruebas comportamentales solidas que sean
realmente andlogas entre humanos y ratones. Con respecto al estudio en estos modelos de los
factores ambientales implicados en el TEA, a pesar de tener un coste econdémico bajo y
reaccionar de manera rapida, sencilla a los farmacos utilizados para este fin, solo manifiestan
algunos rasgos de este trastorno (Bey and Jiang, 2014; Li et al., 2021; Silverman et al.,
2022). Todo ello deberia de tenerse en cuenta de cara a futuras investigaciones

neurocientificas sobre el TEA.

V.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Las alteraciones que afectan a la neurogénesis, generando trastornos del neurodesarrollo
como el TEA, son de origen multifactorial, por lo que su estudio no debe centrarse en una sola
variable. La obtencion de resultados negativos con respecto a la influencia de la MIA en la
neurogénesis de MSN a E13,5 no descarta los posibles efectos que si pueda tener en otras
edades gestacionales y tipos neuronales, en un estudio diferencial por sexos, asi como en el
andlisis de su efecto en los progenitores neuronales. Por ello, estas variables dejan paso a
ampliar este estudio con otras lineas de investigacion. Por un lado, se puede continuar la linea
de estudio postnatal de este trabajo, pero realizando las inyecciones a edades mas tempranas,
entre E10 y E12, en las cuales tendria més efecto el tratamiento de cara a la neurogénesis.
Asimismo, se podrian realizar andlisis de comportamiento a las crias de las madres a las que
se les aplicaria tanto la inyeccion de Poly I:C como las del tratamiento de control para verificar
si manifiestan patrones de movimientos repetitivos. Por otro lado, cabria ampliar el nimero
de crias para que el andlisis por sexos sea mas contrastado, pues se ha demostrado que la ratio
de diagnéstico diferencial del TEA difiere por sexos. Por tltimo, se puede abrir una nueva
linea de trabajo basada en el andlisis de los progenitores de las neuronas de nuestro estudio,
para verificar si los resultados obtenidos en estos concuerdan con los resultados de los estudios

postnatales.

Todas estas posibles vias de investigacion podrian dar respuestas al origen neurobiologico de

los trastornos psiquiatricos.
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