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RESUMEN

El trastorno del espectro autista (TEA) es una condicion que afecta el desarrollo
neuronal y que esté caracterizando principalmente por alteraciones en la sociabilidad
e intereses o actividades repetitivas. Este trastorno tiene una incidencia 4 veces
mayor en el sexo masculino que en el femenino. Una de las caracteristicas que
presenta este fenotipo, es la disminuciéon en la concentracion de la melatonina.
Diversos estudios realizados en modelos animales del TEA, como en personas
autistas, muestran neuroinflamacion, asi como también un namero reducido de
células de Purkinje. Por lo que el objetivo principal de este trabajo consiste en
evaluar el efecto que tiene la administracion de melatonina durante el desarrollo
embrionario, hasta el destete de las crias tanto de animales control como de animales
expuestos prenatalmente al acido valproico (VPA), como modelo del TEA.

Ratas prefiadas de la cepa Sprague-Dawley fueron inyectadas intraperitonealmente
con VPA (500 mg/kg) en el dia gestacional 12.5. Las ratas fueron aleatorizadas para
determinar si recibirfian melatonina o solamente vehiculo durante la gestacion y hasta
el destete. Las crias (hembras y machos) fueron evaluadas con pruebas de
coordinacion motora (grid walking y mnegative geotazis), pruebas conductuales
(interaccion social y campo abierto), asi como andlisis de ritmos circadianos. Los
resultados muestran que el VPA afecta de distinta manera dependiendo del sexo: los
machos presentan principalmente alteraciones en coordinacién motora, sociabilidad,
actividad locomotora, un mayor estrés ,asi como ntmero reducido de células de
Purkinje en el cerebelo; mientras que las hembras presentan principalmente una
mayor neuroinflamacion. A pesar de estas diferencias entre sexos, la administracion
de melatonina en las ratas madres (durante la gestacion y la lactancia), evita los
cambios observados en las ratas macho expuestas al VPA.

Tomando en cuenta todos los resultados, y que pese a que se ha empleado a la
melatonina en el tratamiento del autismo, el presente estudio sugiere la
implementacion de nuevos tratamientos donde se incluya a la melatonina en etapas
tempranas del desarrollo y la lactancia para reducir algunas caracteristicas del TEA.



ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a condition that affects neurodevelopment and
is characterized mainly by alterations in sociability and repetitive interests or
activities. This disorder has an incidence 4 times higher in males than in females.
One of the characteristics of this phenotype is the decrease in melatonin
concentration. Several studies performed in animal models of ASD, as in autistic
individuals, show neuroinflammation, as well as a reduced number of Purkinje cells.
Therefore, the main objective of this work is to evaluate the effect of melatonin
administration during embryonic development until weaning of the offspring of both
control animals and animals prenatally exposed to valproic acid (VPA), as a model
of ASD.

Pregnant Sprague-Dawley rats were injected intraperitoneally with VPA (500
mg/kg) on a gestational day 12.5. Rats were randomized to determine whether they
would receive melatonin or vehicle during gestation and until weaning. The offspring
(females and males) were evaluated with motor coordination tests (grid walking and
negative geotazis), behavioral tests (social interaction and open field), and circadian
rhythm analysis. The results show that VPA affects differently depending on the sex:
males present mainly alterations in motor coordination, sociability, locomotor
activity, higher stress, and reduced number of Purkinje cells in the cerebellum; while
females present mainly higher neuroinflammation. Despite these sex differences, the
administration of melatonin in mother rats (during gestation and lactation) prevents
the changes observed in male rats exposed to VPA.

Considering all the results, and despite the fact that melatonin has been used in the
treatment of autism, the present study suggests the implementation of new
treatments where melatonin is included in early stages of development and lactation
to reduce some characteristics of ASD.
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INTRODUCCION

Trastorno del espectro autista

El trastorno del espectro autista (TEA) se refiere a una condicion relacionada con el
desarrollo cerebral que impacta en la percepcion y la socializacion con otras personas,
causando problemas en la comunicaciéne e interaccion social. El TEA tiene una
etiologia multifactorial compleja y las caracteristicas son evidentes a edades
tempranas (Braam et al., 2018; American Psychiatric Association, 2013). Esta
condicién se caracteriza por 2 sintomas principales, observables antes de los 3 anos
(Olde Loohuis et al., 2017; Gagnon & Godbout, 2018; Mabunga et al., 2015; American

Psychiatric Association, 2013; World Health Organization, 2019), los cuales son:

(1) Déficits persistentes en la comunicaciéon e interaccion social en multiples
contextos:
a. Déficits en la reciprocidad socioemocional.
b. Déficits en los comportamientos comunicativos no verbales utilizados
para la interacciéon social.
c. Déficits en el desarrollo, mantenimiento y comprension de las
relaciones.
(2) Patrones de comportamiento, intereses o actividades restringidos y repetitivos:
a. Movimientos motores, uso de objetos o habla estereotipados o
repetitivos.
b. Insistencia en la igualdad, adherencia inflexible a las rutinas.
c. Intereses fijos y altamente restringidos que son anormales en intensidad
o enfoque.
d. Hiperreactividad o hiporreactividad a la entrada sensorial (vista, gusto,
tacto, olfato, oido, propiocepcion y/o sentido vestibular/equilibrio) o

intereses inusuales en los aspectos sensoriales del entorno.



Segiin el Manual Diagnoéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (5a edicion)
(DSM-V por sus siglas en inglés) (American Psychiatric Association, 2013), existen

3 niveles de necesidad dentro del TEA:

e Nivel I: Personas que necesitan ayuda (sujetos que son capaces de hablar en

oraciones completas y se comunica, pero cuya conversacion de un lado a otra
falla, y cuyos intentos de socializar son extrafios y generalmente no tienen
éxito).

e Nivel II: Personas que necesitan ayuda notable (sujetos que hablan oraciones

simples, cuya interacciéon se limita a intereses especiales estrechos, y tienen
una comunicacion no verbal notablemente extrafia).

e Nivel III: Personas que necesitan ayuda muy notable (sujetos con pocas

palabras de lenguaje inteligible que rara vez inicia la interacciéon y solamente
lo hacen para satisfacer sus propias necesidades y responde solo a enfoques

sociales muy directos).

La terapia suele ser individualizada y ajustada a las necesidades que precisa cubrir

el sujeto, consiguiendo mejor pronodstico cuanto mas pronto sea su inicio.
El tratamiento del autismo en este sentido suele incluir:

e Intervenciones conductuales educativas: se realizan tanto en el paciente

diagnosticado/a de autismo, como en su ambiente familiar cercano.

e Intervenciones emocionales y psicoldgicas: tienen como objetivo la adquisicion

y desarrollo de habilidades emocionales de expresién y reconocimiento de

sentimientos, desarrollo de la empatia.

Comorbilidades asociadas al TEA

Existen distintas comorbilidades asociadas con el TEA, tales como: trastornos de

sueno, depresion, ansiedad, trastornos gastrointestinales, desérdenes del estado de



animo, epilepsia, hiperactividad, déficit de atencién, neuroinflamaciéon, cambios
morfologicos del sistema nervioso central (SNC), trastornos inmunologicos,
alteraciones en la coordinacién motora, entre otros (Figura 1) (Frye & Rossignol,

2016; Mabunga et al., 2015; Gesundheit et al., 2013).

Trastornos de suefio . Trastornos gastrointestinales

Neuroinflamacién Epilepsia

Desoérdenes del estado de animo

Figura 1. Comorbilidades asociadas al TEA. Existen una gran cantidad de comorbilidades presentes en personas
con autismo; sin embarqgo, las mds comunes son: trastornos gastrointestinales, epilepsia, desordenes del estado
de dnimo, neuroinflamacion y trastornos del sueno. Elaboracion propia.

En materia de neuroinflamacion se sabe que las personas diagnosticadas con TEA
presentan problemas inmunolégicos (Gesundheit et al., 2013; Rosales et al., 2015),
como por ejemplo un aumento en las citocinas proinflamatorias y una reducciéon en
las antiinflamatorias. Todo esto llevando a un estado de neuroinflamacion creciente
(Li et al., 2009; Saghazadeh et al., 2019), en &reas cerebrales relacionadas con
conducta social, como la corteza prefrontal y el hipocampo, ya que el dafio en esta
area cerebral genera estragos en cuestion de memoria, creatividad, establecimiento y

mantenimiento de vinculos sociales, la empatia, el discurso social, etc. (Rubin et al.,

2014).

La neuroinflamaciéon se da principalmente por la activacion de la microglia. La

microglia son las células fagociticas mononucleares residentes en el SNC que



comprenden 5-20% del total de la poblacion glial las cuales son importantes en la
mediacion de respuestas inmunitarias dentro del cerebro en presencia de alguna

lesion, enfermedad o infeccion (Purves et al., 2017, p. 9; Kandel et al., 2013, p. 20).

En reposo, la microglia adopta una morfologia ramificada, la cual es la encargada de
la homeostasis del SNC al registrar mediante ciertos receptores de membrana (Tolll,
Nod, etc.) el espacio extracelular u otras células en presencia de daio. Al encontrar
dafio o la presencia de algtin estimulo patogénico, la microglia se activa. Dentro de
la activacion existen diferentes estadios (Graciarena et al., 2010; Kazlauskas et al.,
2016; Kazlauskas et al., 2019). Por ejemplo Graciarena et al. (2010) clasifican a la
microglia en 4 estadios: en la etapa 1 las células estan altamente ramificadas y se
definen como células en reposo (célula ramificada); en la etapa 2 la microglia tiene
cuerpos celulares alargados con terminaciones largas y gruesas; en la etapa 3 las
células adoptan una morfologia redondeada y tienen ramificaciones pequefias y
delgadas (célula hipertrofica); en la etapa 4, este tipo celular adopta una forma
ameboide sin ramificaciones, la cual se encarga principalmente de fagocitar el dafio
que gener6 su cambio morfolégico. Ademas, la microglia activada tiene 2 estados: un
estado proinflamatorio (M1) en donde responde al dafio mediante la produccion de
citocinas proinflamatorias (IFN1, IL-1, IL-6 y TNFa) con el fin de combatir el dafio,
asi como un estado antiinflamatorio (M2) en donde se produce la secrecion de
citocinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-B) esto con el fin de promover la
cicatrizacion o la regeneracion de tejido (Martinez-Tapia et al., 2018). Sin embargo,
en las personas diagnosticadas con TEA existe una disminucion de la producciéon de
IL-10 y un aumento en la producciéon de TNFa, demostrando asi que estos sujetos
sufren de un proceso inflamatorio constante en diferentes regiones cerebrales locales
(e.g. corteza prefrontal e hipocampo), involucrando la activacion de la microglia, por
lo que se puede inferir que esta neuroinflamacién generada por la microglia es parte

de la patologia del autismo (Holt & Monaco, 2011).



En materia de alteraciones morfologicas del SNC se han encontrado que en pacientes
con autismo existen ciertas alteraciones en el encéfalo, principalmente en el cerebelo
(Palmen et al., 2004). Este 6rgano esta encargado de la coordinacion y planificacion
del movimiento, esto al tener una proyeccion a las neuronas motoras superiores de la
corteza cerebral (a través del talamo), asi como para el aprendizaje de las tareas
motoras y el almacenamiento de esta informacion (Purves et al., 2017, p. 19). La
corteza cerebelar se diferencia en 3 capas: capa molecular, la cual contiene axones de
las células granulosas; capa granular, en donde se encuentran un gran nimero de
células pequenas denominadas granulares; capa de células de Purkinje, en donde se
encuentran los somas de este tipo de células. Estas células son de suma importancia
debido a que son las tnicas células que representan una salida de la corteza cerebelosa
yva que estdn involucradas en la coordinacion motora y la exploraciéon mental
(Courchesne et al., 1994). En autopsias de sujetos diagnosticas con TEA se ha
encontrado una reducciéon en el niimero de células de Purkinje en ciertos lobulos del
cerebelo (Fatemi et al., 2002; Ritvo et al., 1986). Esta reduccion se debe a que existen
anormalidades morfologicas en estos pacientes, especificamente en la parte media
sagital del vermis cerebelar (l16bulos VI-X) (Webb et al., 2009). Ciertos autores
atribuyen las alteraciones en la coordinaciéon motora como resultado en la pérdida de
este tipo de células en el cerebelo (Sudarov, 2013), esto debido a que el axén
proveniente de cada una de las células se comunica directamente con el ntcleo
vestibular mediante una sefalizacion del neurotransmisor GABA (acido -
aminobutirico) controlando su funcionamiento principal el cual es el mantenimiento

del equilibrio (Ito, 1972; Ruigrok et al., 2015).

Epidemiologia, incidencia y etiologia,
En materia epidemiolégica el ntiimero de pacientes que han sido diagnosticados con

TEA ha incrementado durante los tltimos afios (pasando de una prevalencia de 6.7%

cada 1000 nifios en el 2014, al 23% para el ano 2018). A nivel mundial, 1 de cadal60



nifios es diagnosticado con este trastorno, mientras que en EUA 1 de cada 44 nifios
pueden tener TEA (Baio, 2014; Maenner et al., 2021). En México no existen datos
actuales sobre la incidencia del autismo; sin embargo, se estima que alrededor de 6
mil 200 nifios nacen al afio con autismo (1 de cada 115 nifios), teniendo un
aproximado de 400,000 infantes con esta condicion (Discapacidad, 2019). Ademas,
este trastorno es mas comun en el sexo masculino que en el femenino, encontrandose
una relacion 4:1 con respecto a su diagnostico (Loomes et al., 2017). Actualmente es
materia de debate el porqué de esta relacion; no obstante, diversos grupos de
investigacion han propuesto que esta proporcion se debe a genes alterados presentes
en los cromosomas sexuales (MeCP2, FMR1, NLGN3-4X) o a una exposiciéon anormal

a hormonas sexuales durante la gestacion (Schaafsma & Pfaff, 2014).

Distintos autores se han enfocado en encontrar las causas probables del
desencadenamiento del TEA, coincidiendo en la existencia de modificaciones
epigenéticas que podria causar su aparicion (Butler et al., 2015; Li et al., 2012). Se
han encontrado alrededor de ochocientas variaciones genéticas causales potenciales
(Butler et al., 2015). Esto significa que el proceso genético subyacente en TEA es
complejo y multifactorial. Ademés, existen factores exdgenos que pueden incrementar
el riesgo de padecer TEA. Algunos de estos son: edad avanzada de los padres, diabetes
gestacional, hemorragia materna, malformaciones congénitas, contaminantes

ambientales, drogas, medicamentos, entre otros (Braam et al., 2018).

Un hallazgo relevante para el presente trabajo es el descrito por Bourgeron (2007),
en donde describe que una de las variaciones genéticas encontradas en pacientes con
TEA incluyen una mutacion encontrada en el gen reloj CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycles Kaput). Este gen codifica una proteina implicada en la
regulacion de los ritmos circadianos. Ademas, se ha encontrado que el 60-75% de los
individuos diagnosticados con TEA tienen menos de la mitad de los valores promedio

de melatonina: hormona que, dentro de sus multiples funciones, ayuda a la regulacion
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de los ritmos circadianos, incluidos los patrones de suefio (Gagnon & Godbout, 2018;
Tordjman et al., 2012). En conjunto, esto demuestra que los pacientes con TEA

presentan alteraciones en los ritmos circadianos.

Ritmos Biologicos

Los ritmos biolégicos son fendémenos biolégicos recurrentes en intervalos de tiempo
definidos como respuesta adaptativa a las variaciones ciclicas ambientales, cuyas
caracteristicas estdn determinadas genéticamente. Esta organizacion temporal se
manifiesta a través de cambios ciclicos en los eventos fisiologicos y conductuales
(Pittendrigh, 1993). Estos ritmos son necesarios para su supervivencia ya que
permiten preparar y anticipar cambios en el medio ambiente. Dichas respuestas se
han documentado tanto en taxones procariotas como eucariotas desde niveles
moleculares, celulares, sistémicos, hasta el organismo e incluso poblaciones (Aschoff,

1981).

Los ritmos biolégicos se clasifican en tres grupos de acuerdo con la frecuencia de su
oscilacion. Los ritmos ultradianos, son ritmos de alta frecuencia y se presentan maés
de una vez en un dia; los ritmos circadianos tienen una frecuencia cercana a las 24
horas; y los ritmos infradianos, son de baja frecuencia, es decir, se presentan menos

de una vez en 24 h (Golombek, 2002; Valdez Ramirez et al., 2015).

Los ritmos circadianos, unos de los ritmos biolégicos mas importantes, estan
compuestos por una red compleja y jerarquica de relojes biolégicos, que organizan
temporalmente diversas variables de un organismo con una duraciéon aproximada de
24 h (circa diem que significa "aproximadamente un dia"). Estos ritmos facilitan
respuestas efectivas y adaptativas del organismo a los cambios diarios en el entorno
externo, alineando esencialmente la fisiologia, el metabolismo y los comportamientos
con las condiciones ambientales esperadas (Sorensen et al., 2020). Los ritmos

circadianos se ajustan al periodo de 24 horas a través de zeitgebers (sincronizadores).
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El zeitgeber mas potente es la luz ambiental (ciclo luz/oscuridad (L/D)), teniendo
una clara influencia sobre el suefio, la vigilia, asi como en una gran variedad de

procesos fisiologicos y conductuales (Duffy & Czeisler, 2009).

Control neural de los ritmos circadianos

Ncleo supraquiasmatico (NSQ)

El NSQ es considerado como el reloj maestro que controla los ritmos circadianos de
los mamiferos. Se encuentra en la porciéon anterior del hipotalamo inmediatamente
superior al quiasma optico y lateral al tercer ventriculo. Est4 compuesto por una
densa masa de neuronas parvocelulares (Moore, 1991). El tercer ventriculo divide al
NSQ en una estructura par, ademas se divide en dos regiones, una dorsomedial y una
ventrolateral. La region dorsomedial es la principal zona de eferencias, mientras que
la region ventrolateral es la principal zona retinorrecipiente de las aferencias del
tracto retino hipotalamico (RHT) (Markus & Cristiane, 2002; Moore & Leak, 2001;
Van den Pol, 1991) donde el neurotransmisor mas importante es el glutamato
(Hannibal, 2002). El NSQ se sincroniza a los estimulos foticos a través de las
proyecciones del RHT, de este modo las lesiones de estas proyecciones demuestran
un impedimento al NSQ para sincronizarse a los ciclos de L/D. Dicha via de
comunicacion es independiente de las vias clésicas que participan en la percepcion

visual (Guadarrama-Ortiz et al., 2014).

En mamiferos, el NSQ tiene control sobre la producciéon de melatonina por la glandula
pineal, a través de una de las vias neurales eferentes del NSQ (Teclemariam-Mesbah
et al., 1999). La mayoria de las eferencias del NSQ corren dorsal y caudalmente hasta
la superficie ventral del nucleo paraventricular (PVN) del hipotalamo. Por ejemplo,
una de las proyecciones de salida mejor conocidas es la via multisindptica que llega
a la glandula pineal, responsable de la sintesis de melatonina: el NSQ envia algunas

conexiones al PVN mediante el neurotransmisor GABA. Las fibras simpaticas
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colinérgicas de dicho ntiicleo proyectan hacia la médula espinal, desde donde, tras
pasar por el ganglio cervical superior (SCG) (T2-T3 de la médula espinal), alcanzan
la glandula pineal. La noradrenalina (norepinefrina) se libera en las terminaciones
del ganglio cervical superior e interacciona con los receptores (-adrenérgicos de la
membrana del pinealocito, desencadenando una cascada intracelular que aumenta la
actividad de enzimas encargadas de la sintesis de melatonina (Figura 2) (Borjigin et

al., 2012; Markus & Cristiane, 2002; Poza et al., 2018).

Tercer ventriculo

PVN s
NSQ Melatonina

Glindula Pineal

Oscuridad

Ganglio cervical
superior

Figura 2. Eferencias del nicleo supraquiasmdtico (NSQ) hacia la glandula pineal y ritmo de liberacion de la
melatonina. La informacion fotica es transmitida de la retina al NSQ a través del tracto retino hipotaldmico
(RHT) mediante GABA, donde la luz estimula la via. En oscuridad se inhiben el RHT y NSQ, lo que activa la
comunicacion del nicleo paraventricular (PVN) y el ganglio cervical superior (CSG) a los pinealocitos de la
glandula pineal mediante noradrenalina, donde se produce y libera melatonina. Modificado de Borjigin et al.
(2012).

Glandula pineal

La glandula pineal, también denominada epifisis, es un 6rgano que se desarrolla a
partir de una evaginacién de la pared dorsal del diencéfalo. Se trata de una estructura
endocrina de origen neural considerada como un oérgano circunventricular. Esta

compuesta por una poblaciéon homogénea de pinealocitos los cuales funcionan como

un oscilador biologico controlado principalmente por el NSQ. Esta glandula produce
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melatonina, una indolamina derivada del triptéfano, y su liberacién guarda una
buena relacién de fase con el ciclo de luz ambiental, aumentando su concentracién
plasmatica en los momentos de oscuridad, tanto en humanos como en animales

murinos (e.g. rata) (Gonzalez-Gonzalez & Alvarez-Uria, 1984).

Los pinealocitos responden a las sefiales asociadas al fotoperiodo ambiental
producidas por el NSQ, el cual genera proyecciones que tienen relevo en los ntcleos
de la via neural simpéatica previamente descrita que culmina en la liberacion de
noradrenalina. Por medio de receptores [(3-adrenérgicos se genera una cascada de
senalizacion intracelular en el pinealocito la cual promueve la sintesis de melatonina

durante la fase de oscuridad (Karasek & Winczyk, 2006; Markus & Cristiane, 2002).

Melatonina

La melatonina es una hormona indolamina lipofilica sintetizada principalmente en la
glandula pineal a partir del triptofano, siendo la serotonina el sustrato intermediario
(Figura 3) Esta hormona tiene blanco tanto en estructuras del sistema nervioso
central como en 6rganos y tejidos de la periferia, por lo cual funciona tanto como un
asa de retroalimentacion hacia el NSQ y la retina, asi como una sefial de la condicion

circadiana hacia la periferia (Pévet et al., 2006).

. 5-Hidroxi- . N-acetil- .
Triptéfano *| Triptéfano T » Serotonina T * serotonina » Melatonina
Triptéfano 5-Hidroxitriptéfano Serotonina N-Acetilserotonina
5- descarboxilasa N-acetiltransferasa O-metiltransferasa
hidroxilasa (AANAT) (HIOMT/ASMT)

Figura 3. Biosintesis de melatonina. La hormona se sintetiza mediante 4 reacciones a partir del aminodcido
esencial triptdfano. Elaboracion propia

Como anteriormente se describio, alrededor del 60-75% de los pacientes
diagnosticados con TEA tienen valores bajos de melatonina, medidos por uno de sus
metabolitos, el 6-sulfatoximelatonina (6-SM). Este déficit en la melatonina se refiere

a los niveles diurnos (melatonina periférica) y nocturnos, lo que sugiere un déficit
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global en la produccién de melatonina en el autismo (Tordjman et al., 2012). La
melatonina, o N-acetil-5-metoxitriptamina fue descubierta en 1958 por Aaron Lerner
(1958). Se han encontrado fuentes extrapineales de melatonina ,tanto en humanos
como en animales murinos, tales como: retina, células de la médula 6sea, plaquetas,
piel, linfocitos, cerebelo y en el tracto gastrointestinal (Bubenik, 2002; Carrillo-Vico
et al., 2004; Champier et al., 1997; Gagnon & Godbout, 2018; Sanchez-Hidalgo et al.,
2009).

La melatonina es sintetizada principalmente por los pinealocitos a partir del
aminoacido triptéfano, que se hidroxila en 5 hidroxitriptéfano, luego se descarboxila
en serotonina. Posteriormente, mediante dos pasos controlados por enzimas
(Serotonina N-acetiltransferasa [AANAT]| y N-Acetilserotonina O-metiltransferasa
[ASMT o HIOMT]), la serotonina se transforma en melatonina (Figura 3)
(Simonneaux & Ribelayga, 2003). Una vez sintetizada, la melatonina se libera
rapidamente en la circulacion sistémica para alcanzar los tejidos diana centrales y
periféricos (Tordjman et al., 2017). La sintesis y secrecion de melatonina aumenta en
la fase de oscuridad y es inhibida por la luz. La informacién luminosa se transmite
desde la retina a la glandula pineal a través del NSQ. En los humanos, su secrecion
comienza poco después del anochecer, y alcanza un pico en medio de la noche (entre
las 2 y las 4 de la mafiana), disminuyendo gradualmente durante la segunda mitad
de la noche. Alrededor del 80% de la melatonina se sintetiza por la noche, con
concentraciones séricas que varian entre 80 y 120 pg/ml, mientras que, durante el
dia, oscilan entre 10-20 pg/ml (principalmente siendo melatonina periférica) (Karasek

& Winczyk, 2006).

La melatonina actiia como antioxidante ya que es altamente efectiva para reducir los
efectos del estrés oxidativo en todo el cuerpo mediante la eliminacién de los radicales
libres procedentes del oxigeno y del nitrégeno, ademés de que regula la expresion

génica y la actividad de varias proteinas antioxidantes (glutation peroxidasa (GPx),
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glutation reductasa (GR) y superoxido dismutasa (SOD) mediante la transduccion
de sefiales a través de los receptores de melatonina (Abadi et al., 2018). De igual
forma, protege contra el dano del ADN provocado por las especies reactivas del
oxigeno (ROS), esto debido a que también (Bejarano et al., 2014). Se ha visto que
la melatonina tiene un papel inmunoestimulador debido a que estimula la actividad

de células CD4+ e inhibe las actividad de células CD8+ (Srinivasan et al., 2005).

Un papel de suma importancia de la melatonina esta relacionada con el desarrollo
embrionario; esto debido a que la glandula pineal se desarrolla hasta los 3 meses de
edad en humanos y a los 15 dias posnatales en modelos murinos (Calvo & Boya,
1981; Voiculescu et al., 2019); por lo tanto, durante el desarrollo embrionario, el feto
depende de la melatonina materna suministrada por la placenta durante la gestacion
y por la leche materna durante los primeros meses de vida del infante o de la cria de
ratas (Y. Jin et al., 2018; Molad et al., 2019; Rowe & Kennaway, 2002). Este
suministro de melatonina por parte de las madres tiene distintos papeles como, por
ejemplo: disminucion del estrés oxidativo, lo que conlleva a una disminuciéon de la
vulnerabilidad del sistema nervioso central (SNC) aumentando la neuroproteccion,
tanto en humanos como en ratas (Baydas et al., 2002); asi como también ayudando
en la sincronizacion circadiana, normalizacion de esta forma los patrones de sueno y

ayudando en el correcto desarrollo neuronal (Y. Jin et al., 2018).

Modelo de autismo de acido valproico (VPA)

Debido a la fisiopatologia compleja del TEA en humanos, y aunado a la dificultad
para poder acceder a cerebros de personas autistas, el uso de modelos animales para
estudiar esta patologia ha sido fundamental en el entendimiento de esta patologia.
Existen distintos tipos de modelos de TEA en animales (Belzung et al., 2005); sin

embargo, el modelo de VPA en animales murinos ha sido uno de los que ha ganado
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mas popularidad en los tultimos afios (Kim et al., 2011, 2013; Moldrich et al., 2013;
Schneider & Przewtocki, 2005).

El VPA es un farmaco utilizado terapéuticamente en el tratamiento de la epilepsia y
el trastorno bipolar, debido a que ayuda a la correcta sintesis de GABA. Ademas,
tiene influencia sobre los canales de potasio dependientes de voltaje, siendo ambos
relevantes en estas enfermedades (Baumgartner & Elger, 2020; Guidotti et al., 2011;
Petroff et al., 1999). Diferentes grupos de investigacion han encontrado que el VPA
tiene propiedades teratogénicas, generando anomalias en el corazén, asi como
también en el sistema nervioso central (desérdenes cognitivos) en la progenie
(Menegola et al., 1996; Nicolini & Fahnestock, 2018; Ornoy, 2009; Rajesh et al.,
2020).

Distintas entidades internacionales, como es el caso de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), han prohibido el uso del VPA en
mujeres con capacidades de gestacion, debido a los trastornos en el neurodesarrollo
a largo plazo en nifios nacidos de las mujeres tratadas ((AEMPS), 2018). Ademaés de
los efectos teratogénicos, distintos estudios demuestran que el uso de VPA en modelos
murinos inducen un comportamiento similar a las personas autistas, lo cual es de
suma importancia en el estudio fisiopatolégico de esta condicion. Mabunga et al.
(2015) han hecho una validacién completa acerca de este modelo para inducir TEA.

Dicha validacion consta de 3 apartados:

e Validacion constructiva: detalla el grado de similitud entre los mecanismos
subyacentes al modelo animal y la enfermedad humana; i.e. estrés oxidativo,
inhibicion de la histona deacetilasa, imbalace excitacion/inhibicion, etc.;

e Validacion del método: insiste en la recapitulacion de los endofenotipos de
enfermedades que se modelaran en animales, i.e. los sintomas. Los sintomas

conductuales, la neuropatologia, el funcionamiento neurofisiologico y las
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alteraciones neuroquimicas son ejemplos de endofenotipos o marcadores dados
que los animales pueden modelar;
e Validacion predictiva: indica la extrapolacion del comportamiento humano a

través del comportamiento animal manipulado en laboratorio.

A pesar de que es imposible que el modelo de VPA pueda cumplir con todas las
caracteristicas del TEA, si puede recapitular la mayoria de los sintomas vistos en
humanos utilizando la validaciéon previamente descrita, demostrando asi que dicho

modelo es apto para estudios de esta condicién.

ANTECEDENTES

Modelo de VPA

El primer reporte asociando el VPA con TEA fue dado a conocer por Christanson,
Chesler & Kromberg (1994) al observar signos de autismo en hijos de madres las
cuales estaban en tratamiento con el farmaco. A partir de este reporte, Rodier,
Ingram, Tisdale, Nelson & Romano (1996) crearon el modelo de VPA al inyectar de
forma intraperitoneal (i.p.), en los dias de gestacion 11.5,12 o 12.5, una dosis de 350
mg/kg de este farmaco antiepiléptico a ratas madres gestantes de la cepa Long Evans.
A pesar de encontrar una reduccién en el nimero de neuronas motoras en las crias
expuestas, no observaron ninguna alteracién en el desarrollo cerebral de las mismas;
no mostraban malformaciones y eran saludables. Sin embargo, el VPA para inducir
TEA ha sido ampliamente usado por diferentes grupos de trabajo con el fin de
entender de mejor forma la etiologia de este comportamiento, asi también como la
via molecular mediante la cual el farmaco genera TEA. En la Tabla 1 (Nicolini &
Fahnestock, 2018) se exponen algunos de los trabajos realizados en este ambito,
mostrando, entre otras cosas, el dia de administracion del VPA, el modelo animal

utilizado, asi como su sintomatologia.
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Tabla 1. Déficits de comportamiento similares al autista inducidos por la exposicion materna a VPA. Modificado
de Nicolini & Fahnestock (2018, Table 1) (i.p.=intraperitoneal; s.c.=subcutdinea)

Tiempo
Dosis de
Especie de
VPA/Admi Resultados Referencias
/Cepa exposici
nistracion
on
Incremento en actividad
(Schneider et
locomotora, ansiedad,
al., 2008;
Ratas 600 mg/kg; comportamientos repetitivos;
E12.5 Schneider &
Wistar inyeccion i.p. disminucién de exploraciones
Przewtocki,
sociales, actividad exploratoria;
2005)
entre otros
Aumento de ansiedad,
comportamiento repetitivo,
Ratas 500 mg/kg; generalizacion de miedo; (Markram et
E12.5
Wistar inyeccién i.p. disminuciéon en comportamiento al., 2008)
de juego, exploraciéon social;
entre otros
Ratas
400  mg/kg; (Kim et al.,
Sprague- E12 Disminucién en sociabilidad
inyeccion i.p. 2011, 2013)
Dawley
Ratones Disminucién en sociabilidad,
600 mg/kg; (Moldrich et
C57BL/6 E12.5 interacciones sociales; aumento
inyeccion i.p. al., 2013)
J en comportamientos repetitivos
Ratones Disminucion  en  preferencia
C57BL/6 600 mg/kg; social; aumento en (Mehta et al.,
E13
Hsd inyeccion s.c. comportamientos repetitivos y 2011)
ansiedad
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Ratas (Ibafiez-

500 mg/kg;
Sprague- E12.5 Sandoval,
inyeccion i.p.
Dawley 2016)
Ratas 600 mg/kg; (Dai et al.,
E12.5 Disminucién en preferencia social
Wistar inyeccion i.p. 2018)

Por ejemplo, Dai et al. (2018), utilizan la prueba de 3 compartimentos (interaccion
social) para demostrar que ratas de la cepa Wistar expuestas prenatalmente a VPA
tiene problemas en materia de sociabilidad (Figura 4). Se mide el tiempo que pasa
en cada una de las cAmaras, en donde en una esti un objeto nuevo y en la otra un
sujeto desconocido o extrafio (que tiene que ser de la misma cepa y de la misma
edad). Debido a que las ratas son animales sumamente sociables, el grupo control
pasa la mayoria del tiempo en el lado o en el compartimiento de la rata extraiia. En
contraste, las ratas expuestas a VPA no tienen preferencia por ninguna de las
camaras de estudio (la de los extremos), demostrando asi que el modelo de VPA tiene
alteraciones similares en la sociabilidad como se observa en los humanos

diagnosticados con TEA.
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Figura 4. Existen problemas en la sociabilidad en ratas expuestas a VPA. Esquema de la realizacion de la prueba
de interaccion social (A ). Alteraciones en la sociabilidad de las ratas expuestas prenatalmente al VPA al existir
una reduccion en el tiempo pasado en la cdmara del extrano en comparacion con el control, asi como una nula
preferencia por algunas de las camaras de los extremos (B). Modificado de Dai et al. (2018).
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Ademés, para corroborar que las ratas expuestas a VPA tienen alteraciones de
coordinaciéon motora, Ruhela et al. (2019) analizaron la coordinaciéon motora
(utilizando la prueba de grid walking) de crias control y de crias expuestas a VPA
durante la gestacion. Como se puede observar en la Figura 5, las ratas tratadas con
VPA tienen un mayor ntmero de caidas durante la realizacion de la prueba en
comparacion con el grupo control. Estas mismas alteraciones pueden observarse en
personas diagnosticadas con TEA (Ozonoff et al., 2008; Page & Boucher, 1998), por
lo que ayuda en la correcta validacion de este modelo para inducir TEA en modelos

murinos.

Grid walking test
20
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®

Control VPA
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Figura 5. Alteraciones en coordinacion motora de ratas expuestas a VPA. Aumento estadisticamente significativo
en el nimero de caidas durante la realizacion de la prueba de grid walking en las ratas expuestas a VPA de
manera prenatal en comparacion con el grupo control. Tomado de Ruhela et al. (2019).

Administracion de melatonina

Existe una gran cantidad de trabajos de investigaciéon en modelos murinos enfocados
en analizar los efectos benéficos de la melatonina. Por ejemplo, Pan et al. (2006)
determinan que una concentracion de 5 y 10 mg/kg de melatonina reduce el dafio
hepatico en ratas que se alimentan con una dieta alta en grasas; ademas de aumentar
la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx en el higado. Por otro lado,
Tian et al. (2014) observaron que la melatonina a una concentracion de 5 mg/kg,
recuperé significativamente la disminuciéon inducida por el VPA en la fosforilaciéon

de CaMKII (Thr286), NMDAR1 (Ser896) y PKA (Thrl97) en el hipocampo,
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proteinas involucradas en la cascada de sefializacion de la potenciacion a largo plazo
(LTP), mejorando significativamente el déficit del comportamiento social presente

en las ratas con TEA.

Baja concentracion de melatonina y TEA

Tal como se abordé anteriormente, la melatonina tiene un efecto neuroprotector,
ademés de tener un papel importante en la regulaciéon de la plasticidad neuronal y
los ritmos circadianos (El-Sherif et al., 2003; Von Gall et al., 2002). De igual forma,
las personas con TEA tienen concentraciones anormalmente bajas de melatonina.
Diversos estudios han encontrado que esta reducciéon de melatonina da lugar a efectos
negativos en el comportamiento humano, como lo es el TEA, ligandolo
principalmente a una reduccién en la actividad de las enzimas precursoras de la
melatonina, como lo es la N-Acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT o HIOMT)
y la Serotonina N-acetiltransferasa (AANAT) (Braam et al., 2018; Melke et al., 2008;
Pagan et al., 2017).

Por ejemplo, Melke et al. (2008) analizaron los niveles séricos de melatonina en padres
de hijos que no tienen TEA (control), en padres que tienen un hijo diagnosticado con
TEA (padres TEA), asi como los mismos nifios con el trastorno. Ellos encontraron
que, tanto en los padres TEA como los nifios diagnosticados con TEA, tienen niveles
més bajos de esta hormona comparados con los padres control. Ademés, analizaron
la actividad de ASMT en plaquetas en estos mismos grupos. En este analisis se
encontrdé que existe una baja actividad de esta enzima en los nifios con TEA, asi
como en sus padres en comparacion con el grupo control reflejandose en altos niveles
de serotonina. Este estudio concluye que una deficiencia en la actividad de ASMT,
asi como bajos niveles de melatonina en padres podria ser un factor de susceptibilidad

para TEA (Figura 6 A, By C).
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Figura 6. Actividad de ASMT, niveles de melatonina y serotonina en sujetos con TEA, padres y controles.
Disminucion en la actividad de ASMT en personas con TEA (ASD), asi como también en sus padres (Parents),
en comparacion con el grupo control (A ). Reduccion en los niveles plasmdticos de melatonina (B) y aumento
en los niveles de serotonina (C) en sujetos con TEA y en sus padres en comparacion con los grupos control
dados principalmente por la actividad disminuida de ASMT. Tomado de Melke et al. (2008).

Pagan et al. (2017), analizaron la actividad de las enzimas ANAAT y ASMT en
plaquetas de sujetos control, nifios con TEA, padres de hijos con TEA y hermanos
de nifios con TEA, y encontraron que existe una baja actividad de ambas enzimas
en los nifios con TEA y en sus familiares (padres y hermanos). Ellos concluyeron que

individuos con TEA y sus familiares (principalmente progenitores), tienen una baja

actividad de AANAT y ASMT comparando con personas control (Figura 7 A y B).
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Figura 7. Actividad de enzimas de la sintesis de melatonina en sujetos con TEA, familiares y controles. Reduccion
en la actwidad de las enzimas AANAT (A) y ASMT (B) en sujetos diagnosticados con TEA (ASD). FEsta
reduccion es significativa en los padres (parents) y en los hermanos (sibs) de los sujetos con TEA solamente en
la actividad de la enzima ASMT. Tomado de Pagan et al. (2017).
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

. La administracion de melatonina pre y postnatalmente en madres tratadas con VPA
podré prevenir los sintomas de desincronizacion circadiana, alteraciones conductuales
y cambios morfofuncionales centrales (NSQ, hipocampo y cerebelo) presentes en las

crias con TEA?

JExistiran diferencias en las caracteristicas de TEA entre las crias hembras y machos

expuestas al VPA durante la gestacion?

HIPOTESIS

La administracion de melatonina de manera prenatal y durante la lactancia de las
crias de ratas expuestas al VPA podran prevenir las alteraciones en la actividad
locomotora y la temperatura corporal, asi como los cambios morfologicos centrales
(NSQ, hipocampo y cerebelo) presentes en el TEA, con notables diferencias entre

SEXO0S.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto que tiene la administracion de melatonina durante el
neurodesarrollo y hasta el destete en las crias de ratas expuestas a VPA de manera

prenatal.

Objetivos especificos

e Evaluar si el tratamiento con melatonina mejora los sintomas conductuales,
circadianos y morfologicos de ratas expuestas a VPA de manera prenatal.
e (Caracterizar los probables efectos diferenciales de la exposicion a VPA de

manera prenatal en machos y hembras.
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PROTOCOLO

Se utilizaron un total de 12 ratas hembra de aproximadamente 90-100 dias de edad,
provenientes del Instituto de Neurobiologia de la UNAM campus Juriquilla, de la
cepa Sprague-Dawley, las cuales se aparearon con machos de la misma cepa previo a
1 semana de aclimatacion y al alcanzar el peso adecuado (310 + 10 g). Las ratas se
mantuvieron en el Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma
de San Luis Potosi (UASLP) en donde las parejas se alojaron en cajas de acrilico con
camas de aserrin estéril en un cuarto aislado bajo condiciones estandar de bioterio
(temperatura de 22° C y humedad constante), un ciclo L/D de 12 horas (siendo ZT0
o 7:00 h la hora en que se prende la luz y ZT12 o 19:00 h la hora en que se apaga),

asi como agua y alimento (Lab-chow 5001, Purina) ad libitum.

Durante el apareamiento se monitore6 la presencia de tapén vaginal para determinar
si existio coito; de ser asi, se determind como el dia gestacional 0 (E0). Después de
14 dias, el macho se retir6é de la hembra, la cual sigui6é con su proceso de gestacion
natural y se les permitira criar a sus camadas. Previo al apareamiento, las madres se

dividieron aleatoriamente en 4 grupos:

e Grupo control (Grupo 1): se le administra 0.5 ml de solucion salina de manera

i.p. en el dia gestacional 12.5 (E12.5).

e Grupo VPA (Grupo 2): se administra de forma i.p. el VPA (500 mg/kg) en el

dia gestacional 12.5 (E12.5)

e Grupo VPA + melatonina (Grupo 3): se siguen el mismo protocolo que el

grupo anterior, ademés de una administracion de melatonina (5 mg/kg) por
via oral (utilizando como vehiculo 3 g de manzana), desde el dia E13 hasta el
dia posnatal 23 (PN23) (aproximadamente 4 semanas), donde ocurre el destete

de las crias.
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e Grupo VPA + vehiculo (Grupo 4): ademas de la inyeccion i.p. de VPA en el

dia E12.5, se le administra vehiculo (manzana) desde el dia E13 hasta el dia

PN23 (4 semanas).

Toma de muestras

Al nacer las crias, estas se seleccionan mediante aleatorizacién para obtener un
minimo de 10 ratas cria (5 hembras y 5 machos) por grupo, las cuales, una vez
realizado el destete, se mantuvieron bajo las mismas condiciones que los progenitores
hasta el dia del sacrificio. Para validar el modelo de VPA, se analizd6 el
comportamiento de las crias con pruebas de coordinacion motora (grid walking y
negative geotaxis), pruebas conductuales (campo abierto e interaccion social), asi
como anélisis de ritmos circadianos (temperatura y actividad locomotora), como se
indica mas abajo. Cabe resaltar que las pruebas de coordinaciéon motora y
conductuales fueron realizadas en un horario de 9:00 h (ZT2) a 12:00 h (ZT5) en un
cuarto de conducta de la Facultad de Medicina de la UASLP utilizando un foco
regulador, en donde su iluminancia es de 32 luxes para la prueba de campo abierto
y de 115 luxes para grid walking, negative geotazis e interaccion social. Al finalizar
con las pruebas, las crias se sacrificaron y se tomaron tejidos cerebrales y cerebelares
para su posterior anélisis. La Figura 8 muestra la linea de tiempo del protocolo

experimental resaltando cada uno de los pasos del protocolo.

Este trabajo se llevd a cabo bajo los lineamientos que marca la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado

y uso de los animales de laboratorio.
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Figura 8. Linea del tiempo del protocolo experimental.

METODOLOGIA

Toma de sangre y anélisis sérico de melatonina mediante ELISA

La toma de sangre se realiz6 con el fin de determinar los valores séricos de melatonina.
Para ello, se utiliza una fuente de luz roja con el fin de evitar cualquier tipo de luz
azul y asf alterar los niveles de la hormona en sangre. La rata se inmoviliza y se le
hace un lavado a la cola con alcohol para eliminar resto de heces u orines y se aplica
lidocaina con el fin de adormecer el area. Posteriormente se hace un pequeifio corte
en el extremo distal de la cola para recolectar aproximadamente 500 pl de sangre
proveniente de la arteria caudal. Dicha recolecciéon se realiz6 en la fase de oscuridad
(ZT16; 23:00 h), seguido de un periodo de 10 minutos de centrifugacion a 4500
revoluciones por minuto (rpm) para obtener el suero para posteriormente almacenarlo
en 3 alicuotas a -80°C para su posterior analisis. En el caso de la sangre de las crias,
la toma se realizo al momento del sacrificio (ZT6 o 13:00 h). La sangre fue tomada
directamente de la aorta toracica utilizando una jeringa. Posterior a la toma se siguié

el mismo protocolo que el caso de las madres.
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El objetivo de la recoleccion de suero fue el determinar la concentracion sérica de
melatonina en las ratas mediante la utilizacién de la técnica ELISA utilizando 20 pl
de suero, donde cada medicion se hizo por duplicado utilizando un kit comercial (rat

melatonin ELISA kit; ab213978, Abcam, Cambridge, Reino Unido).

Pruebas de coordinacion motora, conductuales y analisis de

ritmos circadianos

Estas pruebas fueron realizadas en las crias hembras y machos (n=5-9) de los 4
grupos a la edad de 24-29 dias de nacidas (PND). Las pruebas de coordinacion motora
utilizadas fueron: grid walking y negative geotaxis, las cuales evaltian la coordinaciéon
motora y el equilibrio, respectivamente. Las pruebas conductuales fueron: interacciéon
social y campo abierto, esto con el fin de evaluar los niveles de sociabilidad y niveles
de ansiedad, respectivamente. Por otro lado, en el caso de los anélisis de ritmos
circadianos, las variables analizadas fueron temperatura y actividad locomotora.
Todos estos analisis fueron con la finalidad de validar el modelo de autismo y explorar
cada una de estas variables en el mismo. Las pruebas conductuales y de coordinaciéon
motora fueron realizadas en el cuarto de conducta perteneciente al Bioterio de la
Facultad de Medicina de la UASLP y registradas utilizando una video grabadora
para su posterior analisis. Previo a la realizacion de cada una de las pruebas, las
estructuras deben limpiarse utilizando CleanLab (una soluciéon a base de amonio al
0.5%, multilimpiador desinfectante (Pinol) y etanol al 100%). En el caso de anélisis
de ritmos circadianos, estos se llevaron a cabo en el Bioterio 1 perteneciente a la

Facultad de Ciencias de la misma casa de estudios.
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Pruebas de coordinacion motora

Grid walking

Esta prueba consiste en una estructura elevada de acero inoxidable de medidas: 50
cm x 50 cm x 50 c¢m, con una malla con una cuadricula de 1.2 cm x 1.2 cm (Figura

9A y B).

En el dia posnatal 24 (PN24) las crias se colocan en el centro de la estructura por 1
minuto, en donde su comportamiento se grabé utilizando un par de camaras
montadas en tripiés: una localizada debajo de la estructura y la otra localizada sobre
la misma (Figura 9C). La utilizacién de dos camaras es para cotejar la informacion

obtenida por cada una de ellas.

Esta prueba permite analizar la coordinaciéon motora contabilizando el nimero de
errores al caminar (7.e. nimero de veces en las cuales las extremidades se resbalaron

y cayeron en la cuadricula de la malla).

A

Figura 9. Estructura para la prueba de grid walking (A y B) y localizacion de las cdmaras durante la prueba

(@)
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Negative geotaxis

Esta prueba consta de una superficie cuadrada (50 cm x 50 cm) con una malla de
cuadricula 1.2 cm x 1.2 c¢m, la cual se inclina 45° con respecto a la horizontal (Figura
10). La superficie debe localizarse en un cuarto aislado de ruido exterior y con luz

controlada.

Esta prueba se realiz6 en 3 dias consecutivos (PN25-27) en donde las crias se colocan
en la base de la superficie inclinada con su cabeza hacia abajo. El término de la
prueba se considera cuando el roedor rote 180° (i.e. termine con la cabeza hacia
arriba) y escale la superficie. El tiempo limite para que el roedor gire los 180° es de
1 minuto; de caso contrario, el test se considera negativo. Esta prueba permite

evaluar la actividad, la funcién vestibular y la coordinacién motora.

Figura 10. Estructura para la prueba de negative geotaxis. La malla tiene una inclinacion de 45° sobre la
horizontal.
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Pruebas conductuales

Interaccion social (camara de 3 compartimientos)

La prueba se realiza en una caja de dimensiones 150x50x50 cm, la cual esta dividida
en 3 compartimientos de iguales dimensiones (Figura 11). La caja debe localizarse en

un cuarto aislado del ruido exterior y con luz controlada.

En el dia PN28 las crias se habittian en la caja durante 5 minutos. Para esto, los
compartimientos de los extremos se mantienen abiertos y asi la rata puede
desplazarse por toda la superficie de la caja. Una vez realizada la habituacion, en uno
de los extremos se coloca una rata de la misma cepa y edad, con la cual nunca haya
tenido contacto; se colocara en un recipiente con aberturas. En el otro compartimento
se coloca un recipiente con aberturas. Posteriormente, la actividad de la rata
experimental se grab6 durante 10 minutos. Esta prueba permite evaluar la

sociabilidad debido a que se analiza:

e El tiempo que permanece en una de las camaras.

e El ntimero de veces que la rata interacttia con el animal extrafio.

e El tiempo que tarda en interactuar por primera vez la rata experimental con
el extrafio (latencia).

e Indice de interaccion (es el tiempo que pasa en la camara del extraiio, dividido

por el tiempo que pasa en camara vacia).

El anélisis de esta prueba fue realizado mediante el software Activity test counter
(v0.5.1) (Velazquez, 2020) el cual arroja las variables medidas en la prueba (tiempo

en milésimas de segundo y ntmero de eventos).
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Figura 11. Estructura para la realizacion de la prueba de interaccion social.
Campo abierto (Open Field)
Esta prueba utiliza una caja de acrilico transparente rugoso, con medidas 50X50X40

cm, la cual esta cuadriculada para obtener 9 sectores (Figura 12). La caja debe

localizarse en un cuarto aislado del ruido externo y con luz controlada.

En el dia PND29 las crias se colocaron en el centro de la caja y se grab6 su actividad
durante 20 minutos. Este test permite analizar la actividad locomotora general, los
niveles de ansiedad y comportamientos repetitivos. Esto se debe a que se analizan los

siguientes parametros:

e La distancia total recorrida
e El namero de defecaciones

e El ntimero de veces que realiza grooming
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El analisis de esta prueba fue realizado utilizando el software Path recorder (v0.1-
alpha) (Velazquez, 2019) el cual permite trazar el recorrido realizado por la rata

ademas de calcular la distancia recorrida por la misma.

Jpp——
mrmezeniET
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Figura 12. Estructura en donde se realiza la prueba de campo abierto.

Analisis de ritmos circadianos

Analisis de temperatura

Una vez terminadas las pruebas de coordinacién motora y conductuales, las crias
fueron anestesiadas con una combinacion de ketamina y xilacina (2:1) (87 y 13
mg/kg) para colocarles un sensor de temperatura en la zona intraperitoneal izquierda
(iButton Sensor-Temperature Logger; Maxim Integrated Products) (Figura 13). Este
sensor se programd para que registrara la temperatura corporal cada 15 minutos.
Para reducir el dolor y prevenir infecciones a todos los animales se les administro
ketorolaco (3.5 mg/kg; Comercializadora farmacéutica de Chiapas, CDMX, México)
y enrofloxacina (10 mg / kg; Lovet, CDMX, México) por via intramuscular. Después
de la cirugia se les dejé descansar durante 3 dias y el andlisis de esta variable
circadiana se llevd a cabo durante 7 dias, empezando el registro a las 7 am. Los
sensores se recuperaron después del sacrificio y los datos se extrajeron con el software

OneWireViewer (version 3.15.49 2001-2010, Maxim Integrated Products).
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Figura 13. Sensores de temperatura utilizados para el andlisis circadiano.
Analisis de actividad locomotora

Una vez colocados los sensores de temperatura, las ratas se alojaron en un sistema
de monitoreo automatico para el registro de actividad general (OMnialva), el cual
consta de sensores de presion (colocados debajo de las cajas de las ratas), asi como
sensores infrarrojos (colocados sobre las cajas) que registran la actividad de la rata
durante todo el dia. Esta variable circadiana se analiz6 durante 7 dias posteriores a
la implantaciéon del sensor. Los datos provenientes del sistema se recuperaron y
analizaron con el software SPAD 9 Analisis (Omnialva) el cual permite observar de
manera grafica el perfil de actividad de cada una de las ratas colocadas en el sistema
de monitoreo mediante un actograma de doble grafica (doble plot). Este es un método
de analisis de los ritmos biolégicos que permite un andlisis visual de los datos de
actividad motora con gran precision. Ademas, el software permite la creaciéon de un
periodograma de Sokolove-Bushell (Chi? o ¥2), el cual consiste en la determinacion

matematica del periodo que presenta un ritmo (Noguera, 2002).

Sacrificio y toma de muestras.

Una vez terminadas las pruebas conductuales, motoras y el analisis de ritmos
circadianos se les administr6 a las ratas una sobredosis de pentobarbital sédico
intraperitonealmente (65 mg/ml; Sedalpharma, Pet's Pharma, México) y se
perfundieron transcardialmente utilizando solucién salina al 0.9% para

posteriormente utilizar paraformaldehido al 4% diluido en PBS. El cerebro y cerebelo
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se extrajeron y se colocaron en paraformaldehido por 72 horas (teniendo cambios
cada 24 horas) almacenados en refrigeracion (74°C), seguido de un almacenamiento

en sacarosa al 30%, NaN3 al 0.04% y PBS para crioproteccion.

Inmunohistoquimica

Los cerebros se cortaron en secciones coronales de 40 pm de espesor y los cerebelos

en secciones sagitales del mismo grosor utilizando un criostato a -20°C.

Se seleccionaron los cortes del cerebro que contenian las areas de interés para nuestro
proyecto (NSQ, hipocampo y lobulos cerebelares) a niveles anterior, medial y
posterior (Figura 14) de acuerdo con las coordenadas estereotéxicas con base en el
atlas de Paxinos & Watson (2007). Los anticuerpos utilizados se diluyeron en solucion
salina tamponada con Tris gelatina al 0,25% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)
y 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA). Los cortes
seleccionados se incubaron con anticuerpo primario de conejo anti-c-Fos (1:2500;
ab190289, Abcam, Cambridge, Reino Unido) o con anticuerpo primario de conejo
anti-Ibal (1:500; PA5-27436, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) durante
48 horas. Después, los tejidos se lavaron utilizando PBS para posteriormente
incubarlos en el anticuerpo biotinilado de cabra anti-conejo (1:200; 711-065-152,
Jackson Immuno research, West Grove, PA, USA) por 2 horas seguido de otros
lavados con PBS y la incubaciéon del complejo Avidina-Biotina durante 2 horas més
(1:500, 1:1; Vectastain Elite ABC-peroxidasa kit; PK-6100,Vector Labs, Burlingame,
CA, USA). Finalmente, para poder observar el marcaje, se utiliz6 diaminobencidina
(DAB) al 0.025% con peroxido de hidrogeno al 0.01% y NiNH4SO4 al 0.1% diluido
en TBS. Para poder observar los cortes bajo el microscopio Carl Zeiss AX10 se
montaron en portaobjetos gelatinizados, se deshidrataron con soluciones crecientes

de etanol (70, 95 y 100%), se aclararon con xileno (Golden Bell, Zapopan, JAL,
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Meéxico) y por ultimo se cubrieron con Entellan (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania).

Figura 14. Imdgenes representativas de las dreas evaluadas por inmunohistoquimica y tincion de Nissl. Se
observan las coordenadas estereotdzicas del NSQ (A ), del hipocampo (B) y del cerebelo (C) de acuerdo con el
atlas de Paxinos & Watson (2007).

Tincion de Nissl

Los cortes cerebelares se montaron en portaobjetos gelatinizados para posteriormente
realizar un lavado con agua destilada de los tejidos, sumergirlos en solucién de violeta
de cresilo durante 10 minutos, seguido de un tren de deshidrataciéon con soluciones
de etanol de concentracion creciente (95 y 100%), se aclaran con xileno (Golden Bell,
Zapopan, JAL, México) y se cubrieron con Entellan (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) para la visualizacion y toma de fotografias utilizando el microscopio Leica

DM500.
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Toma de fotografias y conteo celular

Para cada una de las secciones cerebrales analizadas se examinaron y capturaron
bilateralmente utilizando un microscopio 6ptico (acoplado a una cdmara) con un
aumento de 20x utilizando el software ZEN 3.3 (blue edition) con exposicion y luz
automatica para todas las secciones. Las células inmunorreactivas (exclusivamente
de c-Fos) se contaron bilateralmente de las imégenes obtenidas del microscopio
utilizando el proceso de conteo automatico del software ImageJ v1.53e posterior a la
delimitacion del area adecuada utilizando plantillas tomadas del atlas de Paxinos &

Watson (2007) .

En el caso de los cerebelos se utilizo un microscopio 6ptico (acoplado con una camara)
con un aumento de 10X utilizando el software LAS EZ (Leica) con exposicion y luz
automética para todas las secciones. Se hizo el conteo de las células de Purkinje de
manera visual en cada uno de los lobulos analizados (VII a X) mediante la

herramienta multipunto del software ImageJ v1.53e.

Analisis morfolégico de la microglia

Para el anélisis morfologico de la microglia se realizd6 inmunohistoquimica para Ibal

y se consideraron las siguientes caracteristicas:

e Ramificado: células en forma de baston con procesos largos y delgados
e Hipertrofica: células ovoides con procesos cortos y gruesos

e Ameboide / Redondo: células redondas de tipo macrofago

Una vez clasificada la microglia del 4rea de interés (region CAl y giro dentado (GD)
del hipocampo) se hizo un conteo de cada una de las clases para poder establecer el

nivel de neuroinflamacion de cada uno de los cerebros analizados.
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Protocolo para descartar el efecto sincronizador de la manzana

como vehiculo

Para comprobar que el usar la manzana como vehiculo no sincroniza a las ratas, se
realiz6 un protocolo adicional en 6 ratas. Este consistié en analizar la actividad
locomotora de los animales los cuales, después de un periodo basal, fueron puestas
en un ciclo D/D (oscuridad durante las 24 horas del dia) con el fin de evitar el
principal sincronizador: la luz. Aleatoriamente se seleccionaron 2 grupos dentro de

este protocolo:

e Grupo melatonina (3 ratas): Se les administr6 melatonina (5 mg/kg)

utilizando como vehiculo 3 g de manzana a las 19:00 h (ZT12, 19:00 h o inicio
de oscuridad aparente dentro de un ciclo L./D normal). Posterior a 12 dias de
la administracion, las ratas de este grupo dejaron de recibir el estimulo.

e Grupo vehiculo (3 ratas): Se les administré 3 g de manzana como vehiculo en

el mismo punto temporal que el grupo anterior. Posterior a 12 dias de

administracion, las ratas de este grupo dejaron de recibir la manzana.

El protocolo tuvo una duraciéon de aproximadamente un mes para poder observar el
comportamiento de las ratas. Los datos obtenidos fueron tratados de igual manera

que en el subapartado Anélisis de actividad locomotora previamente descrito.

Analisis estadistico

Todos los datos se representan como media + error estandar de la media (S.E.M.).
Para cada uno de los datos se analiza la normalidad utilizando la prueba de Shapiro-
Wilk y la homocedasticidad con la prueba de Bartlett/Brown-Forsythe. Para la
prueba de grid walking y campo abierto se utiliz6 un ANOVA de 2 vias para analizar
entre sexo y tratamiento. Para la prueba de negative geotaxis, los datos de las

hembras sufrieron una transformaciéon logaritmica con el fin de superar las pruebas
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de normalidad y homocedasticidad. Una vez realizadas las transformaciones, se
realiz6 un MANOVA por sexo. En el caso de interacciéon social se realiz6 un ANOVA
de 2 vias para observar las diferencias entre sexos y grupos. Para el analisis de la
temperatura y de la actividad locomotora se hizo uso de un ANOVA de 3 factores
para analizar diferencias entre grupos, sexo y fotoperiodo (dia y noche). Para el
conteo de las células de c-Fos en el NSQ y las células de Purkinje de los 16bulos del
cerebelo se utilizo un ANOVA de 2 vias para discernir entre sexo y grupo. Para el
analisis de la concentracion sérica de melatonina en las crias se utiliz6 un ANOVA
de 2 vias, mientras que en el caso de las madres fue un MANOVA. En todos los
casos, el valor de o se establecio en 0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con el

software GraphPad Prism v8 y con SAS JMP Pro 14.3.
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