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RESUMEN

Los trastornos del espectro autista (TEA) son desérdenes heterogéneos del neurodesarrollo,
cuyo diagnéstico se realiza en base a tres caracteristicas: dificultades en la comunicacion, déficits
en la interaccion social, y comportamientos e intereses restringidos y repetitivos. Estos sintomas
tienen un gran impacto en el desarrollo y la integracion social de los individuos afectados.
Actualmente el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de EEUU estima que
uno de cada 54 nifios ha sido diagnosticado con TEA en el 2020, con predominancia en varones,
los cuales son diagnosticados hasta cuatro veces mas que las nifias. Sin embargo, se ha
observado que las nifnas pueden manifestar los TEA de forma distinta, lo que contribuiria
fuertemente a esta diferencia en numero de diagnésticos, y sugiere una manifestacion diferencial
de estos trastornos dependiente del sexo.

Los TEA son trastornos altamente heredables, estimando que cerca del 83% de los casos son
causados por variantes genéticas, como por ejemplo mutaciones en el gen Shank3. Ratones
knockout para la isoforma B (Shank3B”) muestran comportamientos equivalentes a aquellos
observados en humanos con TEA, con conductas repetitivas traducidas a acicalamiento
excesivo, y déficits en comportamientos sociales.

Por otra parte, aquellos casos que no pueden ser explicados por factores genéticos,
probablemente sean causados por factores ambientales. Un ejemplo de estos es la exposicion
prenatal al acido valproico (VPA), un farmaco comunmente utilizado para tratar la epilepsia
refractaria. La exposicién prenatal a VPA aumenta el riesgo de TEA en nifos, observandose
también un efecto similar en modelos murinos. Al inyectar hembras de roedores con VPA en dia
12.5 de gestacion, la progenie presenta comportamientos similares a los observados en personas
con TEA, tales como movimientos repetitivos y estereotipados y disminucién de comportamientos
sociales.

La microglia son las células inmunes residentes del cerebro. Poseen capacidad fagocitica, que
les permite no solo eliminar restos celulares sino también monitorear y mantener las sinapsis en
el cerebro sano. El balance excitacion versus inhibicion de las sinapsis y los circuitos cerebrales
(balance E/l) puede ser afectado tanto por la falta como por el exceso de poda sinaptica por parte
de la microglia, y se ha sugerido que este podria ser el mecanismo que subyace muchos
desordenes del neurodesarrollo, incluyendo TEA.

La mayoria de los nifios autistas se tratan actualmente con medicamentos destinados a tratar
condiciones de comorbilidad, como convulsiones, ansiedad, depresion y déficits de atencién.
Estos no siempre son eficaces y pueden tener efectos secundarios negativos. El aumento en los
ultimos afos en el diagndstico de autismo ha generado la necesidad de incrementar los esfuerzos
en el estudio de los procesos neuropatolégicos asociados a dicho trastorno.

En los ultimos afios se han obtenido resultados anecdéticos sobre la efectividad de extractos de
cannabis medicinal en pacientes con TEA, mejorando tanto su comportamiento como sus
habilidades comunicacionales. La planta de Cannabis sativa produce un gran numero de
compuestos, como ser terpenos, flavonoides, y cannabinoides, donde los cannabinoides tienen
un papel relevante debido a su actividad bioldgica. Se han aislado mas de 140 cannabinoides, y
los mas estudiados son de los mayoritarios en la planta como el cannabidiol (CBD) y el
tetrahidrocannabinol (A°-THC). En la planta estos cannabinoides son sintetizados en sus formas



acidas (como CBDA y AS-THCA) y producen las moléculas neutras (CBD, A°-THC) por un
proceso de descarboxilacion no enzimatica.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de extractos de plantas de cannabis
sobre dos modelos murinos de autismo de forma tal de dilucidar si estos compuestos son
capaces de revertir el fenotipo de tipo autista de los modelos. Para ello se llevd a cabo en primer
lugar la caracterizacion fenotipica comportamental de un modelo genético (Shank3B) y uno
ambiental (administracién prenatal de VPA) en ambos sexos. Luego de la caracterizacion se
analizé la respuesta de animales de ambos modelos y ambos sexos al tratamiento crénico con
extractos de dos quimiotipos de plantas de Cannabis sativa: una alta en CBDA (eCBDA) y otra
alta en A°-THCA (eTHCA), asi como CBDA puro (CBDAp). Por ultimo, como forma de
aproximacion mecanistica se evalué el posible rol de la microglia en estos modelos como blanco
farmacoldgico de los extractos de cannabis. Para ello se evalu6 el numero de células microgliales
en la corteza cerebral y el cuerpo estriado antes y después del tratamiento.

Tanto en el modelo genético, como en el ambiental se observaron comportamientos definidos
como de tipo autista en ambos sexos. Si bien la administracién cronica de eTHCA no fue efectiva
para revertir el fenotipo observado en el modelo genético, luego de la administracién de eCBDA
se observo una reversién del comportamiento de auto-acicalamiento en las hembras en la prueba
de interaccioén reciproca. Por otra parte, en el modelo ambiental, el tratamiento con eCBDA
mejord comportamientos de interaccion social en ambos sexos, mostrando que el extracto tiene
diferentes efectos tanto en los modelos como por sexo. Ademas, en el modelo ambiental se
observé que el CBDA en su forma pura es eficaz para revertir los mismos comportamientos que
el extracto en machos, pero no en hembras.

Finalmente, se estudio la microglia en ratones de ambos modelos luego de los tratamientos con
eCBDA o CBDAp, utilizando Iba1 como inmunomarcador, para intentar dilucidar el mecanismo
qgue subyace la reversién comportamental observada. Se observé que, en el modelo genético, el
numero de células microgliales se encuentra aumentado en la corteza cerebral, y esto se revierte
con la administracion cronica de eCBDA. En el modelo ambiental, si bien el nUmero de células
microgliales también se encuentra aumentado en la corteza cerebral, los tratamientos con
eCBDA y CBDAp unicamente son eficaces para revertir este aumento en hembras.

Los resultados obtenidos muestran el uso potencial de extractos altos en CBDA en el tratamiento
de desordenes del neurodesarrollo y la necesidad de evaluar ambos sexos en los estudios sobre
autismo, asi como de estudiar la microglia como posible diana terapéutica en patologias del
neurodesarrollo.
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INTRODUCCION

Trastornos del Espectro Autista (TEA)

Los trastornos del espectro autista (TEA) son desérdenes heterogéneos del neurodesarrollo,
comunmente caracterizados por la presencia desde muy temprana edad de déficits en la
interaccion social, retrasos en el desarrollo de la capacidad de comunicacion social, y presencia
de comportamientos e intereses restringidos y repetitivos”.

Estos sintomas tienen un gran impacto en el desarrollo personal y la integracién social de los
individuos afectados. Ademas, los TEA se dan con un alto indice de comorbilidades, con 70% de
los individuos presentando al menos una, y 41% presentando dos o mas?. Dichas comorbilidades
pueden ser tanto psicopatoldgicas, como ser trastornos de ansiedad, depresién, trastorno
obsesivo compulsivo, o trastorno por déficit de atencién e hiperactividad, como de otra indole,
como ser epilepsia, dispraxia, enfermedades del tracto intestinal, o sindrome de Ehlers Danlos?
5

En la actualidad, no existen tratamientos para los sintomas centrales del autismo, y los
medicamentos utilizados solo estan destinados al tratamiento de comorbilidades. Algunos
ejemplos de los farmacos utilizados son antipsicoticos, ansioliticos, o inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (SSRI). Dichos tratamientos, ademas de tener efectos secundarios
significativos, no siempre son eficaces, y, al igual que las terapias conductuales, suelen ser
insuficientes para proveer una mejora en la calidad de vida de los individuos que se encuentran
en el espectro®2.

Actualmente el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades de EEUU estima que,
en ese pais, la prevalencia de TEA es de uno de cada 54 nifios. Los TEA son diagnosticados
hasta cuatro veces mas en nifios que en nifias cuando se presenta con discapacidad intelectual,
y esta proporcion aumenta a 1:10 en ausencia de discapacidades intelectuales®. Si bien dichas
diferencias parecen estar relacionadas en cierto grado con una menor incidencia en nifas,
estudios recientes han postulado que la menor tasa de diagndstico podria darse por problemas
en la identificacion de TEA, debido a diferencias en la manifestacion sintomatoldgica entre nifos
y nifias'®". Los analisis diagnosticos de TEA estan mayoritariamente basados en nifios con
autismo, y carecen de la sensibilidad suficiente para la deteccién en nifas. Estos déficits son
reafirmados ademas por la presencia de sesgos auto-confirmantes: las investigaciones se
concentran en la presentacion masculina de los TEA, y los nuevos instrumentos de diagnodstico
son validados con muestras principalmente masculinas''. Ademas, existe un problema de
circularidad, los individuos incluidos en las investigaciones son aquellos que ya han sido
diagnosticados con autismo, y por lo tanto las nifias que puedan participar de las investigaciones
cumplen con los criterios necesarios para el diagnostico, los cuales son basados en nifios®. Esto
conlleva a que los resultados de la investigacién no puedan ser extrapolados a todas las mujeres
y nifias en el espectro. En resumen, existe un sesgo en el diagnodstico de los TEA hacia el sexo
masculino, lo cual retroalimenta que histéricamente las investigaciones de autismo sean llevadas
a cabo unicamente con nifios, o con animales machos en el caso de estudios preclinicos.
Finalmente, es importante destacar que el sexo es una variable biolégica fundamental a la hora
de observar respuestas a farmacos, tanto desde el punto de vista de farmacocinética como
farmacodinamia?='4, por lo que es de vital importancia evaluar ambos sexos en la bisqueda de
tratamientos farmacolégicos. Todos estos factores muestran la necesidad de incorporar el sexo



como variable biologica en las investigaciones biomédicas, en particular relacionadas al trastorno
del espectro autista.

Los trastornos del espectro autista son altamente heredables, estimando que cerca del 83% de

los casos tienen una base genética’®. Recientemente se han identificado un gran nimero de
genes que podrian estar detras de los TEA. Un ejemplo de esto es el gen Shank, el cual se
encuentra afectado en aproximadamente 1% de las personas diagnosticadas con TEA'. Los
genes Shank codifican la familia de proteinas SHANK, formada por SHANK1, 2 y 3, las cuales
son proteinas de andamiaje localizadas en postsinapsis excitatorias, indispensables para el
desarrollo, la estabilidad y la regulacion de estas sinapsis'®'®. En neuronas, SHANK1 induce el
crecimiento de las cabezas de las espinas dendriticas, mientras que SHANK2 y SHANKS3
promueven su induccion y maduracion?. El gen Shank3 esta localizado en el cromosoma 22
(22913.3) en humanos y 15 (15E3) en ratones, y gracias a sus multiples promotores intragénicos
y exones con splicing alternativo, pueden producir maltiples isoformas (a, B y y)?'. Las tres
proteinas de la familia tienen un patrén de expresion diferencial en el cerebro, siendo SHANK3
la Unica que se encuentra enriquecida en las sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales?'??
(Figura 1). La haploinsuficiencia del gen Shank3 se encuentra en mas del 0.5% de los casos de
trastorno del espectro autista, convirtiéndola en una de las causas monogénicas mas
prevalentes'6.2324,
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Figura 1 - El gen Shank3 se encuentra afectado en un porcentaje significativo de casos de TEA. a) Esquema de corte sagital de
cerebro de raton, donde se indica la distribucion de la proteina SHANK3, mayor intensidad de color representa mayor expresion
de la proteina. El ARNm de Shank3 se encuentra enriquecido en la corteza cerebral, el talamo, el cuerpo estriado, las zonas CA1 y
CA3, y el giro dentado del hipocampo, y en las células granulares del cerebelo. Adaptado de Monteiro & Feng, Nat Rev Neurosci,
2017. b) Representacion esquemdtica de una postsinapsis glutamatérgica. Alli, la proteina SHANK3 (encuadrada en rojo) cumple
funciones de andamiaje. En los ratones mutantes Shank3B, se encuentra alterado el fragmento del gen que codifica el dominio
PDZ. Imagen adaptada de Costales & Kolevzon, Neurotherapeutics, 2015.

Sin embargo, no todos los casos de TEA son de origen genético, sino que también existen
factores de riesgo ambientales®. Un ejemplo de esto es el acido valproico (VPA), un farmaco
comunmente utilizado para tratar la epilepsia refractaria y el trastorno bipolar. En humanos, se
descubrio que la exposicion prenatal a VPA aumenta el riesgo de desarrollar TEA en nifias y
nifios?%-3°, especialmente cuando se administra en las etapas tempranas del embarazo, cuando
ocurre el cierre del tubo neural?”*'. Si bien no se conoce con precision el mecanismo de accion
de este farmaco teratogénico en el desarrollo, se cree que podria estar afectando la plasticidad
sinaptica®?, apoptosis neuronal®®, o incluso la expresién génica, mediante mecanismos
epigenéticos, en particular la remodelacion por inhibicion de las histonas desacetilasas, ya que
es un inhibidor de estas enzimas3.



Modelos Murinos de Autismo

Los TEA son desordenes muy complejos, y se encuentran en un espectro muy amplio, por lo
que, hasta el momento, ningiin modelo animal es capaz de representarlo completamente. Sin
embargo, los modelos murinos son muy utiles a la hora de investigar sintomas vy
comportamientos asociados con el autismo, asi como los mecanismos que lo subyacen y los
posibles tratamientos. Por esta razon, para este estudio se analizaron dos modelos de autismo,
con origenes y sintomatologias distintas.

El modelo genético utilizado en esta tesis, caracterizado en 2011 por Pega et al'® se basa en una
mutacién del gen Shank3 en la que se genera una delecién del dominio PDZ, que afecta la
expresion de las tres isoformas producidas por este locus (elimina a 'y By reduce y). Esto genera
los mutantes conocidos como Shank3B” (Shank3B KO), los cuales presentan caracteristicas
comportamentales similares a las personas con TEA. Al evaluarlos en la semana cinco de edad,
los machos de este modelo presentan exceso de auto-acicalamiento, llegando incluso a
generarse lesiones'. Ademas, presentan comportamientos disfuncionales en todas las pruebas
de interaccion social. En la prueba de sociabilidad de tres camaras, donde el animal puede
interactuar con un coespecifico que se encuentra en una pequefa jaula, o con una jaula vacia,
los ratones de este modelo prefieren la jaula vacia. Cuando esta jaula es ocupada por otro ratén,
novedoso para el sujeto de prueba, los animales Shank3B” prefieren permanecer en la zona
central neutra, en lugar de interactuar con cualquiera de los dos ratones en las jaulas'® en
contraste con los animales control, los cuales se caracterizan por ser animales sociales. Por otra
parte, en pruebas de interaccién social en arena abierta, donde interactian en diadas con
animales de tipo salvaje (WT, wild-type), presentan un déficit en el tiempo total de interaccion
social, en particular una menor frecuencia de olfateos oronasales y anogenitales'®. Sin embargo,
al evaluar la interaccion social en machos y hembras de tres semanas de edad en una prueba
de interaccidon social, donde los animales se colocan en una arena neutra con un animal del
mismo sexo y edad e interactian libremente durante diez minutos, ninguno de los dos sexos
presenta diferencias fenotipicas comportamentales respecto a los wild-type'’. Los animales
macho de este modelo, de cinco semanas de edad, ademas no presentan alteraciones motoras,
evaluadas en un test de coordinacién motora, o en la prueba de campo abierto, ni en los niveles
de tigmotaxia, también evaluado en el campo abierto. Sin embargo, si presentan
comportamientos de tipo ansioso, como ser exploracion vertical reducida, menor tiempo en los
brazos abiertos del laberinto elevado en circulo, y mayor latencia para cruzar al area iluminada
en el modelo de transicién luz-oscuridad™@.

El modelo ambiental elegido para esta tesis es la exposicion prenatal a acido valproico (VPA). En
roedores, la administracion de VPA en el dia 12.5 de gestacion genera alteraciones en el
desarrollo similares a los observados en humanos, generando un fenotipo comportamental
semejante al observado en personas con TEA3'®. Los ratones de este modelo presentan
retrasos en el desarrollo, demorando mas tiempo en comenzar la apertura ocular y presentar el
reflejo de enderezamiento, que se encuentran mas pronunciados en machos que en hembras®.
Por otra parte, la literatura indica que tanto machos como hembras del modelo, evaluados entre
las semanas cinco y siete de edad presentan un aumento significativo del comportamiento de
auto-acicalamiento®®, y a las ocho semanas de edad presentan déficits en la actividad locomotora
total, asi como las exploraciones verticales, analizadas en el campo abierto®. Finalmente, en
ambas edades evaluadas, los machos presentan déficit sociales significativos, que no se
observan en hembras®-7.



Células Microgliales: homeostasis y neuroinflamacion en TEA

La microglia son células gliales del sistema inmune innato, residentes del sistema nervioso
central (SNC), con capacidad fagocitica. Son de origen mesodérmico, y durante el desarrollo
embrionario, sus progenitores migran hacia el SNC, hasta que se completa la formacién de la
barrera hematoencefalica. Una vez en el SNC, la microglia se sincroniza con el desarrollo
neuronal, y a medida que el sistema nervioso madura, cumple distintas funciones, donde cumple
con funciones fisioldgicas y sefializaciones caracteristicas®®. Durante el desarrollo embrionario,
la microglia cumple gran variedad de funciones, como ser la regulacion de la formacion de los
tractos axonales, migracion de interneuronas, y fagocitosis de progenitores neurales. Ademas
estd postulada su influencia en la astrogénesis, oligodendrogénesis y la formacion de vasos
sanguineos®. La colonizacion del cerebro por parte de la microglia se da de forma progresiva, y
en ratones se completa sobre el final de la segunda semana posnatal®. Estas células, que en
condiciones de salud representan cerca del 10% de las células del SNC*°, se presentan con
densidad variable en las distintas regiones del cerebro. Son muy ramificadas, tienen dominios
territoriales, y sus procesos sensan constantemente el tejido parenquimatoso, recorriendo el
volumen total del cerebro cada pocas horas*', detectando una gran variedad de sefiales, y
actuando en consecuencia, manteniendo el SNC en homeostasis. Si durante este sensado se
detectan sefiales que indiquen la presencia de patdégenos o lesiones fisicas, la microglia es capaz
de alterarse transcripcional y morfolégicamente para cumplir funciones inmunolégicas,
convirtiéndose en microglia reactiva. La conversion de microglia homeostatica a reactiva,
provocada por alteraciones en la homeostasis, como por ejemplo la presencia de patdgenos o
estimulos inflamatorios, se da en etapas. En primer lugar, la microglia prolifera, y retrae sus
ramificaciones, cambiando su morfologia a “microglia ameboide”. Esta microglia reactiva es
capaz de producir citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, tales como TNFa, especies
reactivas de oxigeno y 6xido nitrico, asi como IL-13 e IL-6. Ademas, la microglia ameboide es
quimiotaxica, es decir, es capaz de migrar hacia el sitio de lesién*?“3 (Figura 2). Estudios previos
han encontrado evidencia de procesos crénicos neuroinflamatorios y presencia aumentada de
microglia reactiva en distintas areas cerebrales de nifios autistas, analizados post-mortem, lo
cual podria estar indicando que la neuroinflamacion podria estar jugando un rol esencial en el

desarrollo de esta patologia, asi como su mantenimiento a lo largo de la vida de los individuos*+-
46

Ademas de sus funciones frente a dafos fisicos o presencia de agentes patdégenos, la microglia
también cumple funciones fisiolégicas no inflamatorias, homeostaticas, esenciales para el
desarrollo y mantenimiento del SNC*” (Figura 3). Su interaccioén con las neuronas es de vital
importancia, y defectos en su funcionamiento puede conducir a trastornos del neurodesarrollo
(Figura 4).

Algunos de sus principales roles fisioldgicos son la regulaciéon neuronal mediante apoptosis y
poda sinaptica, y la plasticidad sinaptica. La microglia es capaz de inducir la muerte celular
programada de neuronas sin provocar inflamacion, y su posterior limpieza, lo cual es esencial
durante la formacion de circuitos neurales. Por otra parte, durante el desarrollo del SNC, la
microglia es capaz de eliminar estructuras sinapticas, como ser axones y espinas dendriticas,
mediante lo que se conoce como poda sinaptica®®. Durante el desarrollo neuronal se genera un
alto niumero de conexiones sinapticas y, en funcién de la actividad que presenten, son
mantenidas y reforzadas, o eliminadas mediante poda sinaptica*®®®. Esta remodelacion y
refinacion sinaptica es esencial para la formacion y el mantenimiento del balance entre excitacién
e inhibicién (balance E/l) tanto en las entradas sinapticas de neuronas individuales, como en los
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circuitos neurales. El balance E/l puede ser afectado tanto por la falta como por el exceso de
poda sinaptica por parte de la microglia, y se ha sugerido que este podria ser el mecanismo que
subyace muchos desérdenes del neurodesarrollo, incluyendo TEAS'. En particular, se ha
sugerido que un aumento de sinapsis excitatorias en circuitos neurales determinados podrian
subyacer algunos fenotipos autistas, como ser déficits sociales y de comunicacién, asi como el
aumento de la presencia de intereses restringidos y comportamientos repetitivos, al menos en
parte de los casos®.

= =

HOMEOSTATICA REACTIVA AMEBOIDE

Figura 2 - Distintos estados morfoldgicos de las células microgliales. La microglia homeostdtica es una célula muy ramificada,
que censa constantemente el tejido parenquimatoso del SNC. Esta morfologia estd presente en condiciones fisioldgicas. Frente a
la presencia de lesiones fisicas o elementos patégenos, la microglia se convierte en reactiva, aumenta su tamafo somdtico, y tiene
procesos menos ramificados y mds gruesos. Produce citoquinas y quimioquinas, y tiene capacidad migratoria. En condiciones
neuroinflamatorias, donde hay moléculas proinflamatorias en altas concentraciones durante periodos de tiempo prolongados, la
microglia cambia su morfologia a ameboide: no presenta ramificaciones, es proinflamatoria y puede cumplir la funcion de
presentacion de antigenos.

Los “periodos criticos” o “periodos sensibles” son ventanas temporales postnatales tempranas
donde aumenta la plasticidad de circuitos determinados, que son moldeados en funcién de la
experiencia, y dependen de forma directa del balance E/I a nivel cortical®®. Los errores de poda
sinaptica, ya sea por falta o exceso, que se den durante estos periodos, generaran entonces
problemas a largo plazo en la conectividad sinaptica®. Dado que la microglia responde a sefiales
de inflamacioén, el exceso o falta de poda sinaptica podria ser promovido por factores ambientales
capaces de causar inflamaciones locales o sistémicas durante los periodos criticos*°.

En estudios post-mortem de humanos diagnosticados con autismo se observé una alteracion en
el nimero y morfologia de la microglia, asi como alteraciones en la interacciéon entre microglia y
neuronas®. Ademas, estudios transcriptomicos del genoma completo revelaron que algunos
pacientes presentan alteraciones en genes especificos de microglia, entre ellos marcadores
relacionados al estado inflamatorio de la microglia“C.

Si bien la microglia no ha sido estudiada aun en el modelo genético de autismo Shank3B, Peca
y colaboradores analizaron las sinapsis excitatorias proyectadas desde la corteza cerebral hacia
las neuronas espinosas medianas (MSN) del cuerpo estriado. Alli encontraron alteraciones en la
composicion de la densidad postsinaptica, defectos en la morfologia de las MSN, y disminucion
en la neurotransmision corticoestriatal generada por cambios en la postsinapsis, es decir,
alteraciones en el balance E/I corticoestriatal'®*2,



Por otra parte, en el modelo ambiental, VPA, la microglia ha sido un tema de interés. Dado que
el VPA es un inhibidor de las histonas deacetilasas, el tratamiento durante el desarrollo afecta la
expresion de muchos genes mediante desacetilacion de la cromatina®. En ratas macho de este
modelo se ha reportado un desbalance entre excitacion e inhibicidn muy significativo, y presentan
incrementos importantes en conectividad, reactividad y plasticidad en corteza prefrontal medial,
corteza somatosensorial y amigdala®*¢%". Ademas, se encontré un aumento de cerca del 37%
de células positivas para el marcador Iba1 (ionized calcium binding adaptor molecule 1) en la
corteza cerebral de ratas macho de este modelo en comparacion con su control®®. Iba1 es una
proteina de unidn a calcio, que se expresa unicamente en las células microgliales, por lo que
puede utilizarse como marcador tanto en cultivos como en muestras de tejido*.
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Figura 3 - Representacion esquemadtica de las funciones homeostadticas de la microglia. a) En el circulo interno pueden observarse
las propiedades y funciones principales de la microglia: censado, fagocitosis y capacidad de liberar factores solubles, las cuales le
permiten realzar las funciones bioldgicas que se enumeran en el circulo externo (neurogénesis, remodelacion sindptica, funcion
neuronal, reparacion de tejidos, permeabilidad de la barrera hematoencefdlica, vasculogénesis, inflamacion y mielinizacion).
Extraido de Paolicelli et al, Neuron, 2022. b) En condiciones de homeostasis, la microglia sensa el parénquima del SNC, y cumple
con roles fisiologicos de desarrollo, mantenimiento y plasticidad. En la imagen se destacan la muerte celular programada,
fagocitosis, plasticidad neuronal, y poda sindptica. Adaptado de Salter and Stevens, Nat Med, 2017.

Todos los estudios referidos a células microgliales mencionados previamente, realizados con
animales de los modelos Shank3B y VPA han sido llevado a cabo en machos. El desarrollo
cerebral en mamiferos es sexualmente dimérfico, y distintos estudios en roedores han
encontrado diferencias entre sexos de las caracteristicas de la microglia, tanto en su migracion
y colonizacion del SNC durante el desarrollo, como su morfologia y numero de células en distintas
areas del cerebro durante el desarrollo posnatal temprano®+%8°, Un estudio encontré que, en el
dia cuatro de vida, las ratas macho tienen significativamente mas células microgliales que las
hembras en la corteza parietal, las areas CA1 y CA3, y el giro dentado del hipocampo, y la
amigdala. Sin embargo, esto se revierte, y se observa mayor cantidad de células microgliales en
hembras luego de un mes y de dos meses de vida. Ademas, en el mismo estudio observaron



variaciones importantes en la morfologia y la expresién de citoquinas y quimioquinas en los
distintos sexos y edades®'. Por otra parte, en ratas se observé que en ciertas areas del cerebro
la colonizacién microglial del cerebro en desarrollo estd ligada al sexo, dependiendo
principalmente de estrogeno. Ademas, en adultos, el estrdgeno es necesario para la generacion
tanto de respuestas basales como proinflamatorias, mientras que la testosterona inhibe su
transformacion a microglia reactiva®. El area predptica es un area del cerebro sexualmente
dimorfica tanto en roedores como humanos, que se desarrolla de acuerdo con el ambiente
hormonal que la rodea®. En roedores, es esencial para comportamiento sexual y de copula de
ambos sexos, asi como el comportamiento maternal de las hembras, entre otros®. Esto se da
gracias a la testosterona, que es aromatizada a estradiol, el cual promueve la produccion de
prostaglandina E2. En el cerebro en desarrollo, la microglia es capaz tanto de producir como de
responder a prostaglandinas. En ratas, la inhibicion de las células microgliales impide la
masculinizacion del area predptica, mientras que la administracion de estradiol o prostaglandina
E2 en hembras genera la reactividad de microglia e induce la masculinizacién de esta area®.
Todo esto indicaria entonces que estos dimorfismos sexuales en la microglia podrian subyacer,
al menos parcialmente, las diferencias observadas entre sexos en trastornos del neurodesarrollo,
como ser el TEA, asi como la posible diferencia de respuestas a tratamientos terapéuticos.
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Fitocannabinoides y el Sistema Endocannabinoide: aplicaciones terapéuticas
Histéricamente, la planta Cannabis sativa (C. sativa) ha sido utilizada con fines medicinales, y
actualmente existe un gran interés en sus posibles aplicaciones bioldgicas, y los mecanismos
que las subyacen®. C. sativa produce un amplio rango de metabolitos, incluyendo terpenos y
flavonoides, pero los cannabinoides son los mas estudiados. Se han descubierto mas de 140
cannabinoides distintos, de los cuales los mas abundantes son A°-tetrahidrocannabinol (A%-THC),
cannabidiol (CBD), cannabicromeno (CBC) y cannabigerol (CBG), y sus respectivos precursores
acidos (A°-THCA, CBDA, CBCA y CBGA). En la naturaleza, estos compuestos se encuentran
mayoritariamente en forma de acidos carboxilicos, y son capaces de convertirse en su forma
neutra a través de un proceso de descarboxilacién no enzimatica®®.

Estos compuestos son biolégicamente activos gracias a su capacidad de interactuar con diversos
blancos farmacolégicos, como ser el sistema endocannabinoide (SEC). El sEC es un sistema de
sefializacion lipidico, evolutivamente muy conservado®’, y que esta presente desde las etapas
mas tempranas del desarrollo embrionario. Tiene funciones esenciales en el desarrollo del
sistema nervioso, y en adultos tiene funciones esenciales de regulacién y modulacién de la
actividad neural, asi como en la plasticidad sinaptica y en la homeostasis de procesos
emocionales y comportamentales®®. Ademas, funciona como modulador de los sistemas
nervioso auténomo, enddcrino, inmune y reproductivo®”. En humanos, uno de los receptores del
sistema, CB1, puede detectarse a nivel cerebral desde la semana catorce del desarrollo,
especialmente en la corteza cerebral, hipocampo, nucleo caudado, putamen y corteza cerebelar,
en forma similar a su distribucién en adultos™. Este sistema esta compuesto por ligandos
endogenos conocidos como endocannabinoides (araquidonoiletanolamida, también conocido
como anandamida — AEA —, y 2-araquidonoilglicerol — 2-AG), las enzimas que sintetizan,
transportan y degradan los endocannabinoides, y sus receptores® 77! Se han identificado cinco
subtipos de receptores endocannabinoides distintos, pero los Unicos dos que han sido clonados,
y los mas estudiados, CB+ y CB: (Figura 5), son receptores de membrana unidos a proteina G
(GPCR), siendo CB; el receptor metabotropico mas abundante en el cerebro, que se expresa
principalmente en axones y terminales presinapticas neuronales’?>"4. Por otra parte, CB; en el
SNC se expresa en neuronas tales como neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral’®,
en una pequefa proporcion de neuronas del tronco encefalico, y de forma constitutiva en
microglia, pero esta expresion aumenta frente a condiciones inflamatorias’®’’. Los receptores
CB; también se expresan en tejidos que producen y regulan células del sistema inmune, como
ser el bazo y el timo. Ambos receptores tienen funciones de modulacién enzimatica, su activaciéon
inhibe la actividad de la adenilato ciclasa y estimula la actividad de protein-quinasas activadas
por mitdgenos’'. Ademas, inhiben los receptores NMDA, disminuyendo las concentraciones de
calcio celulares, suprimiendo la excitacion neuronal y por lo tanto inhibiendo la liberacién de
neurotransmisor, lo cual confiere efectos neuroprotectores 7787°_ A gran escala, estos receptores
estan implicados en funciones tales como el desarrollo cerebral, aprendizaje y memoria,
comportamiento motor, regulacion del apetito, temperatura corporal, regulacién del miedo y el
estrés, percepcion del dolor e inflamacién®73.8°,

Los compuestos naturales no endégenos capaces de interactuar con el sEC se conocen como
fitocannabinoides. Si bien estructuralmente son similares, distintos cannabinoides tienen distintos
efectos fisioldgicos. Por ejemplo, A>-THC es un agonista parcial del receptor CB1, lo cual le
confiere efectos psicotrépicos, mientras que CBD es un modulador alostérico negativo de CB1,
y no tiene efectos psicotropicos’! 748! Estudios sobre los efectos bioldgicos de extractos de
cannabis refieren a la existencia de un efecto séquito (“entourage”): una sinergia entre los
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componentes del extracto (cannabinoides, terpenos y flavonoides) que tiene como consecuencia
que la mezcla de compuestos tenga un mayor efecto que los compuestos aislados. Este efecto
ha sido postulado en numerosos experimentos con animales, donde se sugiere que CBD, A°-
THC, fitocannabinoides menores, y terpenos estarian actuando de forma sinergistica,
potenciando el efecto farmacolégico del cannabinoide principal, disminuyendo los efectos
secundarios, o modificando la farmacocinética -3 Sin embargo, el mismo no esta definido
mecanisticamente como un fendmeno estable y predictivo®®%,
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Figura 5 - Localizacion de los receptores CB1y CB2 en el cuerpo humano, y sus principales funciones fisiologicas. Adaptado de
An et al, Int J Mol Sci, 2020.

Dado el rol neuromodulador del sEC y la amplia distribucién de sus receptores en el SNC tanto
en humanos como en roedores, numerosos estudios han analizado las posibles funciones de los
fitocannabinoides y los cannabinoides sintéticos para el tratamiento de mudltiples patologias
clinicas tanto en modelos animales como en humanos. A°-THC es un agonista parcial de CB1y
CB. ¥, sus efectos biologicos frente a la interaccién con CB+1 son dosis dependientes, pudiendo
tener efectos psicotropicos, como la generacion de un estado de euforia, relajacion y analgesia,
o terapéuticos, como antieméticas, anticonvulsivas, analgésicas y neuroprotectoras, y es capaz
de mejorar sintomas de neurodegeneracion en multiples modelos animales®-°. Por otra parte,
el CBD, que tiene un nivel de toxicidad muy bajo, y un tiempo de vida media de aproximadamente
nueve horas, tiene efecto de agonista parcial de CB», y modulador alostérico negativo de CBj,
por lo cual no es capaz de activar el receptor, pero si de modificar la eficiencia y potencia de los
ligandos, como ser AS-THC o 2-AG®'. Ha demostrado tener mdltiples propiedades terapéuticas,
incluyendo propiedades ansioliticas, antidepresivas y antipsicoticas, gracias a su capacidad de
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estimular la plasticidad sinaptica y promover la neurogénesis. Ademas, tiene propiedades
antioxidantes, neuroprotectoras y antiinflamatorias, gracias a su capacidad de interaccion con las
células endoteliales del SNC, los oligodendrocitos, y la microglia’2%, Es interesante destacar
que los fitocannabinoides no interactuan unicamente con los receptores del sEC, por lo cual que
sus efectos estan mediados por multiples blancos de accion®’.

Los principales cannabinoides acidos, acido A’S-tetrahidrocannabindlico (A°-THCA), acido
cannabididlico (CBDA), acido cannabigerdlico (CBGA), y acido cannabicroménico (CBCA) son
sintetizados en la planta C. sativa y se descarboxilan en funcién de la temperatura, dando lugar
a sus formas neutras (Figura 6a y 6b).

A°-THCA, a diferencia de A°-THC, no produce efectos psicotropicos®. Es un agonista del
receptor gamma activado por proliferador de peroxisomas (PPARY), el cual media sus acciones
neuroprotectoras, asi como su rol en la regulacion de glucégeno y el metabolismo de adipocitos,
por lo cual podria utilizarse como tratamiento de sindromes metabodlicos®. Ademas, tiene efectos
antieméticos, mediados al menos parcialmente por el receptor CB1, y antiinflamatorios, mediados
por el receptor del SEC GPR55%¢ (Figura 6c¢).

El acido cannabididlico (CBDA) es el precursor acido de CBD, y el cannabinoide principal del
aceite de semilla de canamo, y tiene gran potencial terapéutico. Es un antioxidante muy potente,
significativamente mas que su contraparte neutra, tanto en ambientes basicos como neutros¥’, y
en medios fisiolégicos, es capaz de reducir eficientemente radicales libres y 6xido nitrico
mediante transferencia de electrones®®. Ademas, es capaz de inhibir la actividad de
ciclooxigenasa-2 (COX-2) con alta especificidad, y mucho mas efectivamente que A°-THCA,
confiriéndole propiedades antiinflamatorias'®. Por otra parte, en un modelo murino de
inflamacién aguda inducida por carragenanos en una pata trasera, la administraciéon sistémica
intraperitoneal de CBDA present6 efectos antiinflamatorios y analgésicos, los cuales no pudieron
ser replicados con la administracion de CBD'"'. CBDA también tiene efectos antieméticos en
ratas, reduciendo nausea y vomitos en mucho mayor medida que CBD'%2. Por otra parte, en un
modelo de ratones expuestos a condicionamiento de miedo pavloviano, CBD pero no CBDA
elimindé la expresion de miedo condicionado, y CBDA pero no CBD normalizdé los
comportamientos de ansiedad inducidos por trauma'®. Finalmente, CBDA tiene potencial
anticancerigeno, eliminando la expresion de mARN de COX-2 y la migracién de células
cancerosas en una linea de cancer de seno altamente agresiva (MDA-MB-231)"%41% (Figura 6c¢).

La microglia expresa de forma constitutiva CB1 y CB> a bajo nivel, pero la expresién de CB:
aumenta significativamente durante las primeras etapas de respuesta a situaciones patoldgicas,
influyendo en los procesos de migracion, proliferacion, y liberacion de intermediarios
proinflamatorios. Durante estas etapas, la microglia es especialmente susceptible a la accién de
cannabinoides, tanto endégenos como exdgenos, que son capaces de inhibir el proceso de
transformacion a microglia reactiva’®’7%21%_ En el cerebro, los endocannabinoides son
sintetizados tanto por astrocitos como por microglia, y en microglia la expresion esta modulada
por citoquinas®'%’. Los agonistas de CB; tienen efecto neuroprotector, dado que son capaces
de disminuir el nimero de células microgliales reactivas®'%®, El endocannabinoide 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) es un agonista de CB. que en condiciones neuroinflamatorias
estimula la migracién y proliferacion microglial, y reduce su capacidad de liberar factores
proinflamatorios como TNFa vy radicales libres®?'%®  Ademas, 2-AG tiene funciones
neuroprotectoras, actuando como inhibidor de la ciclooxigenasa 2. Por otra parte, AEA es un
agonista parcial de CBy, y tiene propiedades antiinflamatorias. La inhibicién de la hidrolisis de
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AEA disminuye la reactividad microglial, los niveles de oxido nitrico, y la produccion de
intermediarios pro inflamatorios?21%°.
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Figura 6 - Propiedades terapéuticas de las formas dcidas de dos de los principales cannabinoides. a y b) THC, CBD y sus
precursores dcidos. ¢) Ambas formas dcidas tienen gran variedad de funciones terapéuticas, mediadas por distintos receptores,
tanto del sistema endocannabinoide como otros. Adaptado de Franco et al. Pharmacol Res, 2020.

Por otra parte, los cannabinoides exdgenos agonistas o agonistas parciales de CB, (como A°-
THC o CBD) también tienen efectos neuroprotectores, en particular son capaces de modular la
reactividad microglial mediante la inhibicion de produccion de citoquinas y quimioquinas 2.
Muchas condiciones psicoldgicas tales como ansiedad, estrés y depresion estan relacionadas
con aumento del numero de células microgliales y cambios en su morfologia, asi como presencia
de marcadores proinflamatorios® "% por lo cual este ha sido un blanco terapéutico muy
estudiado. Un ejemplo de esto son experimentos donde se sobreexpresa o se elimina el receptor
CBsz. Los ratones modificados genéticamente para no expresar los receptores CB; presentan un
aumento en la vulnerabilidad a estimulos estresantes''?, mientras que aquellos modificados
genéticamente para sobre expresar este receptor en el SNC presentan disminuciones el perfil
proinflamatorio en modelos de estrés subcronico ' y resistencia a estimulos ansiogénicos™*, por
lo que CB- tiene un rol en la regulacion de la ansiedad y los desordenes del estado de animo.
Otro ejemplo son experimentos donde los ratones son tratados con lipopolisacarido (LPS), un
componente de la pared bacteriana de bacterias gran-negativas que funciona como agente
inflamatorio, e induce un fenotipo depresivo, asi como dafios cognitivos a largo plazo. El
tratamiento con LPS genera liberacion prolongada de citoquinas y la transformaciéon de las
células microgliales reactivas. El tratamiento con CBD o AS-THC tiene un efecto neuroprotector,
rescatando los dafios generados en el SNC por la administracidn sistémica de LPS''>11¢,

El aumento de células microgliales también se observa en enfermedades del neurodesarrollo y
neurodegenerativas, como esquizofrenia, Huntington y Alzheimer. La administracién de CBD en
un modelo murino de Alzheimer revierte los déficits de aprendizaje, y disminuye
significativamente los niveles de IL-6 en la corteza cerebral'’. Por otra parte, el tratamiento

14



cronico con CBD en un modelo murino de esquizofrenia es capaz de disminuir los déficits tanto
en una prueba de interaccion social como en una de memoria. En ese estudio, los efectos del
CBD no son inhibidos mediante el bloqueo de receptores CB1 ni CB», pero si del receptor
serotoninérgico 5-HTa'"8. Ademas, en el mismo modelo, CBD es capaz de inhibir la reactividad
microglial'®.

Como ya se menciond previamente, existe evidencia de que los cambios comportamentales
encontrados en pacientes con TEA podrian estar relacionados con alteraciones en el nimero o
estado de reactividad microglial en el periodo perinatal, lo cual afectaria procesos tales como la
actividad fagocitica homeostatica y la poda sinaptica, influyendo en los procesos de maduracién
sinaptica, que podrian ser alterados mediante el tratamiento con cannabinoides. Ademas, el sEC
es critico para la determinacién de los periodos criticos del desarrollo cerebral y, mediante la
modulacion de sinapsis GABAérgicas y glutamatérgicas, afecta el establecimiento del balance
excitacion/inhibicion, tanto durante el periodo posnatal temprano como durante la
adolescencia®'?. En un estudio realizado en humanos, donde se utilizé espectroscopia de
resonancia magnética para medir los niveles de glutamato y GABA en hombres autistas y
neurotipicos de aproximadamente treinta afnos, se encontré que la administraciéon aguda de CBD
aumenta los niveles de glutamato en los ganglios basales (GB) y los disminuye en la corteza
prefrontal dorsomedial (CPF-DM) en ambos grupos. Sin embargo, la administracion de CBD tiene
efectos contrarios entre grupos respecto a los niveles de GABA, los cuales aumentan en el grupo
control, pero disminuyen en el grupo de TEA, especialmente en el CPF-DM. Esto indicaria que
los blancos de accion glutamatérgicos del CBD en GB y CPF-DM no estan alterados en hombres
adultos con TEA, pero aquellos relacionados con las vias inhibitorias GABAérgicas si lo estan'’.

Finalmente, se han llevado a cabo multiples estudios clinicos con nifios y adolescentes (al menos
80% de los participantes son varones en ambos casos), para evaluar la eficacia de las formas
neutras tanto de cannabinoides puros (A%>-THC y CBD), como extractos conteniendo CBD en
mayor proporcion que AS-THC'?2123, En un estudio realizado con once nifios y cuatro nifias de
aproximadamente once afios de edad, a los que se les administré aceite alto en CBD, (CBD:A®-
THC, 75:1. Dosis de CBD 4.6 mg/kg/dia y A®>-THC 0.06 mg/kg/dia) durante un maximo de nueve
meses, encontraron mejoras muy significativas especialmente en sintomas tales como
desoérdenes del suefio, déficits atencionales, y déficits en la interaccién social. De los once nifios,
cinco tenian también diagnodstico de epilepsia. En tres de los casos, las crisis epilépticas
disminuyeron en un 50%, mientras que, en los otros dos, en un 100%. Ademas, Unicamente se
observaron efectos secundarios leves y transitorios'?*,

Existe ademas evidencia anecdética del efecto positivo en pacientes autistas del tratamiento con
aceites elaborados con extractos de cannabis de forma artesanal, mejorando sus habilidades
comunicacionales. En este contexto y en el marco de un Proyecto Alianzas para la investigacion
(Agencia Nacional de Investigacion e Innovacién-Khiron Life Sciences Uruguay S.A) se
analizaron en la Facultad de Quimica (Universidad de la Republica) aceites preparados con los
mismos procedimientos artesanales recabados por la empresa. Se encontrd preponderancia de
las formas acidas de los cannabinoides principales en estas formulaciones®®, lo cual sugiere un
posible rol de los cannabinoides acidos en pacientes con TEA que no ha sido explorado.

En este estudio se evaluo si los extractos de cannabis preparados en Facultad de Quimica son
capaces de revertir parcial o totalmente comportamientos de tipo autista encontrados en distintos
modelos murinos de TEA. Dado el rol de la microglia en el neurodesarrollo también se estudié
su rol como blanco celular del tratamiento.
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Hipotesis

Basado en resultados anecdaéticos del uso de aceites de cannabis por personas diagnosticadas
con TEA, postulamos que extractos de la planta C. sativa tienen el potencial de revertir
comportamientos de tipo autista en modelos murinos de TEA en machos y hembras.

Ademas, proponemos que la administracion de los extractos afectara las células microgliales de
estos ratones.

Objetivo general

Evaluar el efecto de extractos de dos quimiotipos de Cannabis sativa en dos modelos murinos
de TEA tanto a nivel comportamental como celular, en machos y hembras.

Objetivos especificos

1. Caracterizar el fenotipo comportamental de dos modelos murinos de autismo, uno genético
y uno ambiental, en ambos sexos.

2. Evaluar del efecto de extractos producidos a partir de dos variedades de cannabis en ambos
modelos y sexos

2.1. Evaluar del efecto de extractos producidos a partir de dos variedades de cannabis, uno
alta en AS-THCA y otro alto en CBDA en el modelo genético

2.2. Evaluacion del efecto del extracto producido a partir de cannabis alto en CBDA, y
evaluacion de la posible recapitulacién del efecto mediante la administracion del
cannabinoide principal puro en el modelo ambiental.

3. Caracterizar la microglia en ambos modelos y sexos, y analizar el posible efecto de los
tratamientos.
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MATERIALES Y METODOS

Los experimentos de esta tesis fueron llevados a cabo en el Institut Pasteur de Montevideo
(IPMon), en el Laboratorio de Neuroinflamacién y Terapia Génica. Este proyecto se encuentra
enmarcado dentro del Proyecto Alianzas para la Innovacion (Agencia Nacional de Investigacion
e Innovacion y la empresa Khiron Life Sciences Uruguay S.A., ALI_1_2018_1_147904). También
fue financiado por una beca de posgrado otorgada por la Agencia Nacional de Investigaciéon e
Innovacion (ANIl - POS_NAC_2021_1_169851), y la Beca Paulina Luisi edicion 2021, otorgada
por el Institut Pasteur de Montevideo. La investigacion se realizé cumpliendo con la regulacion
del IRCCA (Instituto para la Regulacién y Control del Cannabis, Uruguay) bajo tres licencias de
investigacion a lo largo de la maestria, una Licencia de Investigacién Cientifica otorgada a Khiron
Life Sciences Uruguay S.A. y dos a Inés Carrera, Facultad de Quimica.

ANIMALES

En todos los experimentos se utilizaron ratones hembra y macho (Mus musculus) adultos, a partir
de cuatro semanas de edad, criados en el bioterio convencional de la Unidad de Biotecnologia
en Animales de Laboratorio (UBAL) del IPMon, donde también fueron llevados a cabo todas las
pruebas de comportamiento. Los ratones se mantuvieron en cajas de entre 2 y 6 ratones en un
ambiente controlado, en condiciones estandar de temperatura (21 £ 1°C), 40-60% de humedad
relativa, y acceso ad libitum a comida y agua. El protocolo experimental correspondiente a este
proyecto fue aprobado por la Comisién de Etica en el Uso de Animales del Institut Pasteur de
Montevideo (001-19 y 006-23).

Modelo genético murino de autismo: Shank3B knockout (Shank3B”")

Los ratones Shank3B'®, de trasfondo genético C57BL/6, se adquirieron en heterocigosis de
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME), y se realizaron cruzamientos para obtener crias
homocigotas knockout (KO) para dicho gen (Shank3B).

Genotipado

Se realizo el genotipado de las crias mediante PCR a partir de una seccion de 5mm de cola,
obtenida en el momento del destete, a los 21 dias de nacimiento. EI ADN se extrajo mediante la
digestiéon de la muestra en 500uL de solucion de lisis (1M Tris-HCI pH= 8, 10mM EDTA pH= 7.5,
100mM NaCl; 0.5% SDS; Proteinasa K 500ug/mL) a 55 °C en bloque térmico durante dieciséis
horas. A continuacion, se purificé el ADN, incubando durante diez minutos en hielo con 300uL de
NaCl, seguido de centrifugacion a 9500g. El sobrenadante resultado de la centrifugacion se
traspasd a un nuevo tubo, donde fue precipitado con 1mL de etanol a -20°C en ftres
centrifugaciones sucesivas a 14000g, la primera con etanol 95% y las siguientes con etanol 70%.
Luego de decantar el sobrenadante de la ultima centrifugacion, se dejo secar el pellet en
termobloque a 55°C durante treinta minutos, para eliminar completamente el etanol del tubo.
Finalmente, se resuspendio el pellet en 50uL de agua milliQ y se midié la concentracion con un
nanodrop DeNovix DS-11 FX.

Se realizaron reacciones de PCR para evaluar la presencia o ausencia de la delecion (Shank3B),
y Unicamente fueron utilizados para las pruebas aquellos homocigotas (Shank3B/). Para ello, se
llevé a cabo la reaccién de cada muestra por duplicado, con cebadores WT o KO, de forma tal
de evidenciar la presencia o ausencia del gen. Los cebadores utilizados fueron: Forward (comun
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Tabla 1 - Componentes de la mezcla para PCR. Volumen total de cada tubo: 20uL

Solucién tampdn 10x 2uL
MgCL, 25mM 0.75uL
dNTP (2.5mM) 0.2uL
primer forward 0.1pL
primer WT/KO reverse 0.1pL
Tag ADN Polimerasa (5U/uL) 0.2uL
H,0 milliQ 11.65uL
ADN (20ng/pL) 5uL

para ambas reacciones) GAG ACT GAT CAG CGC AGT TG, WT reverse TGA CAT AAT CGC

TGG CAAAG, y KO reverse GCT ATACGAAGT TAT GTC GAC TAG G. La amplificacion de ADN
se llevo a cabo en un termociclador Applied BioSystems 2700. En todos los casos, se utilizaron
controles con ADN de animales WT y KO conocidos, y agua como control negativo. Los
componentes utilizados para cada mezcla de PCR (Thermo Fisher Scientific Inc.) se detallan en
la tabla 1, mientras que las condiciones establecidas para los ciclos de amplificacion se
especifican en la tabla 2.

Tabla 2 - Condiciones de ciclado para la PCR

o o | e e
1 94

2min
2 94 20 sec
3 65 15sec -0.5 decrecimientos por ciclo
4 68 10 sec
5 Repetir pasos 2-4 por 10 ciclos
6 94 15sec
7 60 15sec
8 72 10 sec
9 Repetir pasos 6-8 por 23 (KO) o 26 (WT) ciclos
10 72 2min
11 10 Hold
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Los resultados de las reacciones de PCR se revelaron mediante electroforesis en gel de agarosa
2%, en corridas de 38 minutos a 100V. El resultado esperado de la amplificacién para animales
WT es de 374 pb, y para animales KO es de 153pb. La presencia de ambos amplicones seria
indicativo del gen en heterocigosis.

Los animales WT y KO seleccionados para el estudio provienen de camadas de hermanos, de
forma tal de contemplar que hayan estado bajo iguales condiciones de crianza durante la
lactancia.

Modelo ambiental murino de autismo: Acido Valproico (VPA)

Este modelo se llevé a cabo con ratones C57BL/6. Para generar este modelo, los animales
deben ser tratados durante el desarrollo prenatal con acido valproico. Para ello, se coloca un
puiado de cama de macho en una caja con dos hembras, de forma tal que sincronicen su ciclo
estral. Dos dias después, se espera que las hembras estén en estro (sexualmente receptivas) y
se mueven las hembras a la caja del macho. A la mafiana siguiente se corrobora la presencia de
tapén vaginal, y se devuelven las hembras a su caja. El dia donde se observa el tapdn vaginal
es el dia 0.5 de prefiez. A partir de este dia, se realiza un seguimiento de peso para confirmar la
prefiez. En el dia 12.5'% se administra VPA 500mg/kg (200uL) subcutaneo, y se separan las
hembras en cajas individuales.

EXTRACTOS DE Cannabis sativa

El material vegetal fue donado por la empresa Khiron Life Science Uruguay S.A. y procesado en
la Facultad de Quimica (Universidad de la Republica), Laboratorio de Farmacognosia y
Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones del Departamento de Quimica Organica. Se
trabajo con dos quimiotipos de cannabis: uno con alto contenido en A%-THC total (¢eTHCA) y otra
con alto contenido en CBD total (eCBDA). En breve, los extractos se obtuvieron mediante
extraccion etandlica de inflorescencias seguin Fernandez et alf®. La caracterizacion de las resinas
obtenidas se realizé mediante HPLC-DAD con estandares para cada cannabinoide (Tabla 3).
También se realizd la purificacion del cannabinoide CBDA utilizando métodos de separacion
cromatograficos y se cuantifico la pureza de los mismos (Tabla 4).

La administracion a los animales se hizo de forma intraperitoneal, utilizando
EtOH:KolliphorEL:salino en una proporcién 1:1:18 como vehiculo.

Se utilizaron tres extractos de cannabis, dos altos en CBDA (RB009 y RB10456) y uno alto en
THCA (RA005). El extracto RB009 se utilizo para las pruebas de dosis, y para los primeros cuatro
dias de inyeccion de animales del modelo genético. El resto de los dias de inyeccién del modelo
genetico, asi como todas las inyecciones del modelo ambiental se realizaron con RB10456.
Todas las inyecciones de eTHCA se llevaron a cabo con RA005.

Anadlisis dosis-respuesta

Para determinar la dosis adecuada de cada extracto se administraron cuatro dosis diferentes
tomando como referencia el cannabinoide principal (0.1, 1, 10 y 50mg/kg) a ratones C57BL/6
hembras y machos de ocho semanas de edad. Luego de treinta minutos se realiz6 una prueba
de campo abierto, donde se analizé la actividad locomotora y exploratoria, y el nivel de ansiedad.
En base a los resultados obtenidos, y dado que no existen antecedentes de estudios preclinicos
con las formas acidas de los cannabinoides, se decidi6 la dosis de trabajo para el resto de los
experimentos como 10mg/kg, ya que no afecta la actividad motora.
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Tabla 4 - Cuantificacion de cannabinoides presentes en las resinas etandlicas utilizadas mediante HPLC-DAD. Todos los
valores expresados en %m/m (gramos de cannabinoides en 100g de resina). LOD: limite de deteccion, LOQ: limite de

Alto en THCA

RA0005

cuantificacién
Alto en CBDA

Cannabinoide RB0009 RB10456
CBDA 83,4 76,96
CBD 1,74 0,81
A°-THC 0,18 0,11
A°-THCA 3,07 3,22
CBDVA 0,06 0,13
CBDV <LOD <LOD
CBC <LOD 0,22
CBCA 13,20 16,41
CBGA 0,61 0,68
CBG 0,10 0,08
THCV <LOD <LOD
THCVA <LOD <LOD
CBN <LOD <LOD
D8/THC <LOD <LOD

Tabla 3 - CBDA aislado, vehiculizado para ensayos murinos. LOQ: limite de cuantificacion

Cannabinoide

CBDA

CBD

CBCA

3.8

<LOQ

<LO0Q

Concentracion (mg/kg)

0,21
<LOD
4,02
74.10
<LOD
<LOD
<LOD
3.97
0.49
0.55
<L0Q
0.59
<LOD

<LOD

Pureza

95%
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los animales fueron destetados a los 22 dias de edad. Entre las cuatro y seis semanas de edad
se llevaron a cabo pruebas comportamentales para su caracterizacion: prueba de campo abierto,
prueba de auto-acicalamiento, prueba de interaccion reciproca y prueba de enterramiento de
bolitas. A partir de ese momento y hasta su sacrificio, todos los animales fueron pesados al menos
tres veces por semana. Durante las dos semanas siguientes a la caracterizacion
comportamental, se les administré el tratamiento indicado de forma intraperitoneal en una dosis
de 10mg/kg, en un régimen crénico de cinco dias de inyeccidon y dos de descanso. En el primer
dia de la siguiente semana se les administr6 tratamiento y se los colocé en la sala de
comportamiento para habituacion. En los dias consecutivos se les volvié a realizar las pruebas
de comportamiento, manteniéndolos durante toda la semana en la sala de comportamiento y
administrandoles el tratamiento correspondiente al final de cada prueba, de tal forma que el
posible efecto del mismo no fuese agudo.

Grupos Experimentales

Los grupos experimentales se integraron por animales machos y hembras de cada modelo. En
el caso de los animales Shank3B, las pruebas comportamentales de caracterizacion se llevaron
a cabo en dos cohortes. La cohorte “adultos”, compuesta por animales de entre siete y diez
semanas de edad, fue utilizada unicamente para la caracterizacién comportamental. Por otra
parte, la cohorte “jévenes”, compuesta por animales de entre cuatro y seis semanas de edad,
tras las pruebas comportamentales, fue dividida en subgrupos para llevar a cabo las pruebas de
tratamiento. De acuerdo con el objetivo especifico numero 2.1, los tratamientos administrados
fueron vehiculo (veh), extracto alto en CBDA (eCBDA) o extracto alto en A®-THCA (eTHCA)
(Figura7a). Por otra parte, los animales VPA comenzaron las pruebas de caracterizacion
comportamental a las cinco semanas de edad para cumplir con el primer objetivo especifico, y
los tratamientos administrados, de acuerdo con el objetivo especifico 2.2, fueron vehiculo (veh),
extracto alto en CBDA (eCBDA), o CBDA puro (CBDAp) (Figura7b).

1 semana 1 semana

Pruebas comportamentales

Administracion del tratamiento

‘Caracterizacion comportamental

MODELO GENETICO
Shank3B

1 semana 1 semana

Caracterizacion comportamental Pruebas comportamentales

Administracién del tratamiento

2+1 semanas

Figura 7 - Lineas de tiempo de los procedimientos experimentales llevados a cabo con ambos modelos. a) representacion grdfica

de las cohortes de animales del modelo Shank3B, y los experimentos realizados, b) representacion de la obtencion del modelo
dcido valproico (VPA) y los experimentos realizados con los animales del modelo.

Perfusion

PFA 4

MODELO AMBIENTAL ©
Acido Valproico
l—o
g
5
—o
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Para cumplir con el objetivo especifico numero tres, tanto los animales de la cohorte jovenes del
modelo Shank3B como los animales del modelo VPA fueron sacrificados mediante perfusién con
paraformaldehido 4% (PFA) veinticuatro horas después de la ultima administracion de
tratamiento.

Pruebas de comportamiento

Todas las pruebas fueron llevadas a cabo durante la mafiana, en condiciones de luz reducida
(luz roja, >1 lux) y fueron filmadas utilizando el software AnyMaze'?®. Todas las pruebas fueron
analizadas con el software AnyMaze, excepto las pruebas de interaccion reciproca,
acicalamiento y de enterramiento de bolitas, que se analizaron por observacién directa, sin previo
conocimiento del grupo al que pertenece cada animal. En la Figura 8 puede observarse un
esquema de las pruebas comportamentales realizadas.

RECONOCIMIENTO DE OBJETO
NOVEDOSO

HABITUACION CAMEQ ABIEHTO ACICALAMIENTO INTERACCION RECIPROCA LABERINTO ELEVADO ENCRUZ  ENTERRAMIENTO DE BOLITAS
[ ] [ ] [ ] [ ]
Y * @ .o v
™ @ ‘ * o o0
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

Pruebas de Comportamiento

Figura 8 - Linea de tiempo de pruebas comportamentales. Se siguio el mismo orden de pruebas de comportamiento tanto para
la caracterizacion comportamental como para las pruebas posteriores al tratamiento. En todos los casos, se pusieron a habituar
los animales en la sala de comportamiento el dia lunes, y en los dias sucesivos se realizaron las pruebas de campo abierto, auto-
acicalamiento, y prueba de interaccion reciproca. En el ultimo dia de pruebas comportamentales se llevaron a cabo distintas
pruebas para distintos animales (laberinto elevado en cruz, reconocimiento de objetos novedosos, o prueba de enterramiento de
bolitas). En el caso de las pruebas correspondientes a los tratamientos, las inyecciones intraperitoneales se administraron durante
todos los dias de la semana, al terminar las pruebas comportamentales correspondientes.

Campo abierto

La prueba de campo abierto, donde se evalua actividad espontanea, se llevo a cabo en una arena
de acrilico opaco de 39 x 60 x 50cm, que los animales recorrieron libremente durante seis
minutos. Se analiz6é la distancia total recorrida, como indice de la actividad locomotora y
exploratoria’®, y los ingresos al centro de la arena. Menor tiempo en la zona central se considera
mayor ansiedad experimental, dado que el centro de la arena se considera una zona mas adversa
que la periferia’,

Prueba de acicalamiento

Esta prueba, utilizada para evaluar comportamientos repetitivos'?, consiste en colocar de forma
individual a los animales en cajas (15 x 27 x 13 cm) sin viruta. Esto se hace para eliminar el
comportamiento de escarbar, ya que es un comportamiento competitivo del acicalamiento™’.
Cada sesion dura veinte minutos, siendo los diez primeros de habituacion, y los siguientes diez
de prueba. Durante la prueba, se contabiliza de forma manual el tiempo acumulado durante el
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cual el animal se acicala. En modelos de TEA, mayor tiempo de auto-acicalamiento se interpreta
como un aumento de comportamiento restringido y repetitivo .

Prueba de interaccion reciproca

En este test, utilizado para evaluar los comportamientos sociales, los animales se colocan con
un ratén C57BL/6 desconocido de igual edad y sexo en una caja (15 x 27 x 13 cm) sin viruta,
durante diez minutos, que es el tiempo donde ocurren la mayor parte de las interacciones
sociales'. Este test es grabado, y el video es utilizado para cuantificar manualmente los
siguientes comportamientos sociales: olfateos anogenitales, olfateos oronasales, olfateos
laterales; y comportamientos individuales: auto-acicalamiento y exploracion vertical sin
apoyo131"32.

Enterramiento de bolitas

Los comportamientos repetitivos o de tipo compulsivo pueden medirse utilizando el test de
enterramiento de bolitas'®. En este test, los animales son colocados durante treinta minutos en
una caja (15 x 27 x 20 cm) con un piso de 5cm de céscara de arroz, sobre la cual se colocan
doce bolitas de vidrio opaco, distribuidas uniformemente. Al final del tiempo, se cuenta la cantidad
de bolitas enterradas. Seran contadas como enterradas aquellas bolitas que se encuentren al
menos 50% cubiertas por la cascara de arroz. Una cantidad aumentada de bolitas enterradas
respecto a los animales control, indica la presencia de comportamientos de tipo obsesivo
compulsivos'™3,

Laberinto elevado en cruz

Este modelo es utilizado para medir los niveles de ansiedad de los ratones*13_ El aparato, que
se encuentra elevado 50 cm del piso, consta de cuatro brazos (29 x 7 cm), dos de ellos con
paredes de 16 cm de altura (brazos cerrados), y dos sin paredes (brazos abiertos), conectados
por un centro de 8 x 8 cm. En esta prueba, el ratén es colocado en el centro del laberinto,
orientado hacia un brazo abierto, y se le permite explorar libremente durante cinco minutos. Se
cuantifica el tiempo en cada seccion del laberinto, y se calcula el porcentaje de tiempo total en
gue el animal se encuentra en los brazos abiertos. A partir de estos resultados, se interpreta que
un animal que permanece un porcentaje de tiempo mas alto en los brazos abiertos presenta
menos ansiedad experimental’®®.

Reconocimiento de objetos novedosos

Esta prueba se llevé a cabo con el fin de evaluar posibles efectos secundarios del tratamiento
con eCBDA sobre funciones cognitivas. En particular, se utilizé para evaluar memoria de largo
plazo. Esta prueba se lleva a cabo en tres fases: habituacion, familiarizacion, y prueba . Durante
el primer dia, en la fase de habituacién, los animales son colocados en una arena opaca vacia
(25 x 25 x 35 cm), que exploran libremente durante cinco minutos. Veinticuatro horas después,
durante la fase de familiarizacion, se colocan en extremos opuestos de la arena dos objetos
idénticos, y se permite que el ratén explore durante diez minutos. Finalmente, 24 horas después
de la familiarizacion, se realiza la fase de prueba, durante la cual uno de los dos objetos es
sustituido por un objeto novedoso para el raton, colocado de forma contrabalanceada’®'%. Se
cuantifica el nUmero de interacciones del animal con los objetos durante los dos primeros minutos
de la fase de prueba, o hasta que el animal interactie con los objetos un total de veinte veces.
En esta prueba, si se observa mayor cantidad de interacciones con el objeto novedoso que con
el conocido, se considera que el animal generé memoria de largo plazo.

23



Procesamiento Histologico

Preparacion del tejido

Al dia siguiente de la ultima prueba realizada, los animales fueron anestesiados con ketamina
(180 mg/kg) y xilacina (20 mg/kg), y se llevo a cabo la perfusion transcardiaca con una solucion
de paraformaldehido (PFA) 4% en solucion buffer fosfato 0.1M. El cerebro se removié y sumergio
para su post-fijacion en una solucién de paraformaldehido al 4% durante tres horas, seguido de
un lavado con solucion buffer fosfato (PBS) y luego se criopreservé en una solucién de sacarosa
al 30% en buffer fosfato 0.1M a 4°C durante al menos 48 horas. Los cerebros fueron congelados
con nitrégeno liquido y almacenados a -80°C hasta su procesamiento. Finalmente, fueron
cortados en su totalidad en un criéstato Leica CM1850 UV en secciones seriadas coronales de
un grosor de 30um, en direccion rostro-caudal, y se guardaron free floating (cortes en flotacion)
en solucién crioprotectora (300g/L de sacarosa y 10g/L de polivinilpirridona en 500mL/L de buffer
fosfato 0.1M y 300mL/L de etilenglicol) a -20°C, en series de ocho tubos por cerebro.

Inmunohistoquimica

Se cuantifico el numero de células microgliales mediante la tincion de las mismas con
inmunohistoquimica de cortes en flotacién utilizando Iba1 como marcador, de acuerdo al
protocolo adaptado de Ito et al, 1998%°. Luego de tres lavados con solucién amortiguadora para
eliminar la solucion crioprotectora, las secciones se incubaron con una solucién de 70% metanol,
30% PBS y 2% perdxido de hidrogeno para inactivar las peroxidasas enddgenas. A continuacion,
se lavaron con PBS-Triton 1%, y posteriormente, para evitar la union inespecifica del anticuerpo,
las secciones se incubaron con buffer de bloqueo (PBS-Triton 1% + FBS -suero fetal bovino-
10%). Luego, se incubaron con el anticuerpo primario (anti Iba1, conejo, FUJIFILM Wako Pure
Chemical Corporation) diluido 1:1000 en buffer de bloqueo durante toda la noche a temperatura
ambiente, con agitacion. En el siguiente paso, las secciones se lavaron con PBS-Triton 1%, e
incubaron con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado a peroxidasa (HRP-
conjugated goat anti-rabbit IgG antibody Bio-Rad) diluido 1:200 en buffer de bloqueo por 1.5
horas a temperatura ambiente con agitaciéon. Luego de lavar, el marcaje fue revelado durante
tres minutos con tetrahidrocloruro de 3-3’ diaminobenzidina (DAB Sigma Aldrich) 0,05mg/mL
diluido en PBS y H>02 0.01%. Finalmente, las secciones se lavaron con PBS y se montaron en
portaobjetos para la posterior cuantificacion. Todos los grupos experimentales fueron analizados
juntos, simultaneamente, y en todos los ensayos se incluyé un control negativo (no se agregoé
anticuerpo primario, todos los demas pasos son idénticos).

Andlisis de Ibat

Se obtuvieron imagenes de microscopia 6ptica con un microscopio OLYMPUS CX41, con una
camara Nikon, de dos areas del cerebro: la corteza, en particular motora y somatosensorial, por
sus funciones en el procesamiento sensorial, y el cuerpo estriado, que tiene funciones de control
motor, y podria estar relacionado con la presencia de movimientos repetitivos y estereotipados’®
(Figura 9). Para cada animal se obtuvieron imagenes de tres secciones conteniendo las areas
de interés, y en cada seccion se obtuvieron dos imagenes por hemisferio para cada area. Las
células positivas para Ibal fueron contabilizadas, y a continuacion se promedié el numero
obtenido en cada hemisferio, se sumaron los hemisferios entre si, y se promediaron las tres
secciones de un mismo animal, para finalmente tener un promedio de cada individuo.

La cuantificacion fue llevada a cabo mediante el software de acceso libre FIJI'*, utilizando un
macro que determina la regién de interés (ROI), asi como el umbral y el analisis de particulas.
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Figura 9 - Areas del cerebro donde se cuantificé la microglia. Puede observarse una microfotografia representativa de
microglia, marcada con Ibal y revelada con DAB, y una representacion esquemdtica de las ROI utilizadas para su
cuantificacion, en corteza cerebral y cuerpo estriado, basado en el atlas estereotdxico de coordenadas de Paxinos & Watson
(Paxinos & Franklin, 2001). Barra de escala: 100 um. Magnificacion: 40X.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando herramientas del software GraphPad Prism
version 8.0.0 para Windows'®. Las pruebas comportamentales de animales naive, donde se
comparan dos grupos (en el modelo Shank3B son WT vs KO, en VPA son salino vs VPA), se
utilizé el test t de student con dos colas, siempre que la distribucién de datos fuese normal.
Cuando no lo era, se utilizé el test no paramétrico Mann-Whitney.

Tanto para las pruebas comportamentales de los tratamientos como para el analisis
inmunohistoquimico, donde se comparan mas de dos grupos de animales, los analisis se
realizaron mediante el test ANOVA de una via, y el test Tukey-Kramer como test post hoc de
variables multiples.

Los resultados de machos y hembras son unicamente mostrados por separado cuando tienen
diferencias significativas entre si. En todos los casos, los resultados se expresan como media +
error estandar de la media (SEM) y el nivel de significancia escogido para las comparaciones
estadisticas es p< 0,05.

El analisis de las variaciones de peso de los distintos grupos, con respecto al tratamiento
administrado fueron realizados con ANOVA de dos vias, con correccion Geisser-Greenhouse, y
el test Tukey-Kramer como test post hoc de variables multiples, de forma tal de tratar el tiempo
como una variable continua, pudiendo asi comparar la tasa de cambio de los pesos de los
distintos grupos.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION COMPORTAMENTAL DE LOS MODELOS MURINOS DE

AUTISMO

Con el fin de caracterizar el fenotipo de tipo autista en el modelo genético Shank3By en el
ambiental por inyeccion intraperitoneal de acido valproico (VPA) a los 12.5 dias de gestacién, se
llevé a cabo una amplia bateria de pruebas comportamentales tanto en machos como en
hembras de ambos modelos. Las pruebas elegidas para resaltar comportamientos de tipo autista
o identificar su la ausencia fueron: prueba de campo abierto (distancia total recorrida y tiempo en
el centro de la arena), tiempo total de auto-acicalamiento, prueba de interaccién reciproca y en
el caso del modelo ambiental también se llevd a cabo la prueba de enterramiento de bolitas.

Modelo genético: Shank3B

Los ratones Shank3B KO, de trasfondo genético C57BL/6, se obtuvieron a partir de cruces de
machos Shank3B KO con hembras heterocigotas para esta mutacion (Shank3B*-). Como ya se
especificd, la caracterizacidon comportamental de los animales del modelo genético se llevé a
cabo en dos cohortes: ratones jévenes (machos y hembras WT y KO de 4 a 6 semanas de edad,
n=5 en todos los grupos) y ratones adultos (entre 7 y 10 semanas de edad, machos WT n= 4,
KO n= 11; hembras WT n= 8, KO n= 5). En la prueba de interaccién reciproca, los animales no
presentaron diferencias entre sexos, por lo que se los analizé juntos.
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Figura 10 - Caracterizacion de fenotipos comportamentales del modelo genético de TEA Shank3B machos y hembras en cohorte
jovenes (entre 4y 6 semanas de edad) y cohorte adultos (entre 7 y 10 semanas de edad). a) Distancia total recorrida en la prueba
de campo abierto, b) tiempo en el centro de la arena durante la prueba de campo abierto, c) tiempo total de acicalamiento en un
total de 10 minutos. Media + SEM, t-student (a excepcion de adultos machos en c, que no tiene distribucion normal, analizado con
Mann-Whitney). *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.

En primer lugar, se llevé a cabo la prueba de campo abierto (Figura 10a y b), en la que se
encontré que los animales KO de la cohorte jovenes no presentaron diferencias en la distancia
total recorrida respecto a los WT (p= 0.1422), ni diferencias en el tiempo en la zona central de la
arena (p= 0.7852). Sin embargo, si bien los machos KO de la cohorte adultos tampoco
presentaron diferencias en la actividad locomotora total respecto a los animales WT (p= 0.6494),
las hembras adultas KO mostraron disminucion en la distancia total recorrida (p= 0.0091).
Ninguno de los dos sexos de la cohorte adultos KO presentd diferencias en el tiempo que
permanecieron en la zona central de la arena en comparacién con los animales sin la mutacion
(p= 0.1370).
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En la evaluacion de comportamientos repetitivos, mediante la prueba de acicalamiento individual
(Figura 10c), no se observaron diferencias en la cantidad de tiempo que realizaron este
comportamiento los animales KO de la cohorte jovenes en comparacion con los animales WT de
la misma edad (p= 0.2799). Sin embargo, en el analisis de la cohorte adultos, se observé un
aumento en el tiempo de auto-acicalamiento en ambos sexos, pero especialmente en hembras
(machos p= 0.0264; hembras p< 0.0001). Es destacable que una consecuencia de este
comportamiento son peladillas en la zona de la nuca de los animales KO de este modelo (Figura
11), mencionadas en literatura previa del modelo™.

Figura 11 - - Los ratones Skank3B KO se auto-acicalan hasta generarse peladillas en la zona de la nuca. A la izquierda puede
observarse un raton Shank3B KO, con falta de pelo en la zona de la nuca por exceso de acicalamiento. A la derecha puede
observarse un raton Shank3B WT.

Finalmente se llevd a cabo la prueba de interaccién reciproca, en la que los animales se
enfrentaron en una arena neutra a animales desconocidos de igual sexo y edad y se analizaron
los parametros previamente descritos.

Los animales de la cohorte jovenes (Figura 12a) presentaron una disminucién en los
comportamientos relacionados con la interaccion con el extrafio (olfateos anogenitales p=
0.0034; olfateos oronasales p= 0.0009; olfateos laterales p= 0.0002), pero ninguna diferencia en
los comportamientos individuales (auto-acicalamiento p= 0.3267; exploracion vertical p= 0.1360).
Por otra parte, en los animales de la cohorte adultos (Figura 12b) se encontré una disminucién
de los comportamientos de interaccion social (olfateos anogenitales p= 0.0002; olfateos
oronasales p< 0.0001; olfateos laterales p< 0.0001). Ademas, en animales de esta edad se
observd un aumento significativo del comportamiento de auto- acicalamiento (p= 0.0001), y de
las posturas de exploracion vertical de los animales KO respecto a los WT (p< 0.0001).

Por tanto, mediante esta caracterizacion fue posible confirmar el fenotipo de tipo autista
previamente reportado en la bibliografia, y su presencia tanto en machos como en hembras. Los
animales del modelo de entre cuatro y seis semanas de edad presentaron déficits en los
comportamientos de interaccion social. Ademas, animales de ambos sexos de entre siete y diez
semanas de edad presentaron exceso de auto-acicalamiento en la prueba individual, asi como
déficits en sus comportamientos sociales, y aumento de auto-acicalamiento y de exploraciones
verticales en un contexto social.
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Interaccion Reciproca: jovenes
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Figura 12 - Caracterizacion de comportamientos de interaccion reciproca en el modelo genético de TEA Shank3B machos y
hembras. Se cuantificaron tres comportamientos de interaccion social (olfateos anogenitales, oronasales y laterales) y dos
comportamientos individuales durante una prueba de 10 minutos, en una arena neutra con un raton WT del mismo sexo y
edad. a) cohorte jovenes (entre 4y 6 semanas de edad) y b) cohorte adultos (entre 7 y 10 semanas de edad). Media + SEM,
Mann-Whitney, (auto-acicalamiento tiene distribucion normal en ambas cohortes, se analizd con t-student) **p<0.01,

**%p<0.001, ****p<0.0001.
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Modelo ambiental: VPA

La caracterizacién comportamental del modelo ambiental se llevé a cabo con ratones C57BL/6 de cinco
semanas de edad, expuestos a acido valproico durante el dia 12.5 de desarrollo fetal. Los ratones
de este modelo presentaron fenotipos mencionadas en la bibliografia''!, como ser
malformaciones en la cola (Figura 13), o demoras en la apertura ocular respecto a animales sin
tratamiento, o expuestos unicamente a solucion salina (datos no mostrados). En algunos
animales VPA también se observaron otros rasgos fenotipicos, como ser hidrocefalia o
maloclusion. Los animales con hidrocefalia o maloclusion que no les permitia alimentarse fueron
eutanasiados de acuerdo con los protocolos establecidos. Ademas, en varias ocasiones se dio
la reabsorcion fetal completa o abortos espontaneos luego de la administracién de VPA,
situaciones previamente reportadas en la literatura del modelo™'. Las pruebas
comportamentales fueron llevadas a cabo con un total de 57 animales VPA (26 hembras y 31
machos) y ocho animales tratados con solucion salina en el dia 12.5 de su gestacién como
controles (cuatro hembras y cuatro machos).

/

Figura 13 - Los animales del modelo VPA pueden nacer con
malformaciones en la cola.

En la prueba de campo abierto (Figura 14a y b) se observé que los ratones del modelo ambiental
no presentaron alteraciones en su actividad de locomocién y exploracién con respecto a los
animales control (p=0.1003), ni en el tiempo de permanencia en el centro de la arena (p=0.4477).
Tampoco se encontraron diferencias en el tiempo de auto-acicalamiento (Figura 14c) de los
animales tratados con VPA respecto a los animales control (p= 0.7734), ni en el numero de bolitas
enterradas en la prueba de enterramiento de bolitas (p= 0.8263) (Figura 14d).

De forma interesante, en la prueba de interaccion reciproca las hembras de este modelo (Figura
15b) presentaron déficits en todos los comportamientos relacionados con la interaccion social
(olfateos anogenitales p= 0.0002; olfateos oronasales p< 0.0001; olfateos laterales p< 0.0001),
pero no en los comportamientos individuales (auto-acicalamiento p= 0.9528; exploracion vertical
p=0.2495). Por otra parte, en machos (Figura 15a) se observaron déficits en olfateos oronasales
(p< 0.0001) y olfateos laterales (p< 0.0001), pero no en olfateos anogenitales (p= 0.7155), ni
auto-acicalamiento (p= 0.4843), y un aumento significativo en el comportamiento de exploracién
vertical (p= 0.0376).
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En resumen, encontramos que los animales de este modelo no presentan déficits en la actividad
locomotora ni exceso de auto-acicalamiento. Ademas, tanto machos como hembras presentan
una disminucion significativa de los comportamientos sociales en la prueba de interaccion social.
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Figura 14 - Caracterizacion de fenotipos comportamentales del modelo ambiental de TEA VPA machos y hembras de 5
semanas de edad. a) Distancia total recorrida en la prueba de campo abierto, b) tiempo en el centro de la arena durante la
prueba de campo abierto, c) tiempo total de acicalamiento en un total de 10 minutos, d) total de bolitas enterradas durante
una prueba de 30 minutos con 12 bolitas. Media + SEM, t-student.
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Figura 15 - Caracterizacion de comportamientos de interaccion reciproca en el modelo ambiental de TEA VPA a)
machos y b) hembras. Se cuantificaron tres comportamientos de interaccion social (olfateos anogenitales, oronasales y
laterales) y dos comportamientos individuales durante una prueba de 10 minutos, en una arena neutra con un raton WT
del mismo sexo y edad. Media + SEM, t-student, *p<0.05, ****p<0.0001



TRATAMIENTOS CON EXTRACTOS DE CANNABIS

Prueba de dosis

De forma tal de elegir la dosis de tratamiento a utilizar en los experimentos, se administré una
dosis aguda de forma intraperitoneal a animales machos y hembras C57BL/6. Treinta minutos
después de la inyeccién se llevdé a cabo una prueba de campo abierto, donde se evalud la
actividad locomotora y exploratoria (distancia total recorrida), el tiempo en la zona central, y el
tiempo total que los animales permanecen inmaviles en la arena. Las dosis probadas fueron: 0.1,
1, 10 y 50mg/kg de eCBDA (RB009) o eTHCA (RA005), diluidos en vehiculo.
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Figura 16 - Prueba de distintas dosis de eCBDA en ratones C57BL/6. Se administré el extracto por via intraperitoneal, de
forma aguda, en cuatro dosis distintas (0.1, 1, 10 o 50mg/kg), o vehiculo. Luego de media hora, se realizé una prueba de
campo abierto, y se analizo, en machos y hembras, la distancia total recorrida (a y d), el tiempo total de permanencia en el
centro (b ye), y el tiempo total de inmovilidad (cy f). Media + SEM, t-student, *p<0.05.

En ninguno de los dos sexos se observaron diferencias en la actividad locomotora luego del
tratamiento agudo con eCBDA, ni en el tiempo que permanecen inmoviles en el campo abierto.
En hembras se observé mayor tiempo en el centro con la dosis 1mg/kg respecto a la dosis
50mg/kg (Figura 16b), mientras que en machos este efecto se observo en la dosis de 1mg/kg
respecto al vehiculo (Figura 16e). Por otra parte, eTHCA no tuvo efecto en ninguno de los dos
sexos en la locomocién ni en la ansiedad a excepcion de la dosis mas alta (50mg/kg), que
disminuy6é muy significativamente la actividad locomotora, aumentando también el tiempo que
permanecen inmoviles (Figura 17).
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En resumen, estos resultados sugieren un efecto ansiolitico en animales C57BL/6 tras la
administracion de una dosis de 1 mg/kg de eCBDA, y un efecto en la actividad locomotora con
eTHCA solo en la dosis mas alta, 50mg/kg. Dado que el tratamiento utilizado para los
experimentos es cronico, y la caracterizacion fenotipica de ninguno de los dos modelos revelé
alteraciones en la medida evaluada (tiempo en el centro de la arena), se eligié trabajar con una
dosis de 10 mg/kg para todos los experimentos y todos los extractos. En todas las pruebas
realizadas, el tratamiento se asigné al azar para cada animal.
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Figura 17 - Prueba de distintas dosis de eTHCA en ratones C57BL/6. Se administré el extracto por via intraperitoneal, de forma
aguda, en cuatro dosis distintas (0.1, 1, 10 o 50mg/kg), o vehiculo. Luego de media hora, se realizé una prueba de campo
abierto, y se analizé, en machos y hembras, la distancia total recorrida (a y d), el tiempo total de permanencia en el centro (b'y
e), y el tiempo total de inmovilidad (c y f). Media + SEM, t-student, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.

Modelo genético: Shank3B

Para la administracién de tratamiento se utilizaron los animales de este modelo de la cohorte
jovenes (4-6 semanas de edad al inicio del experimento). A su vez, los ratones de la cohorte
joévenes, de entre cinco y siete semanas de edad, se dividieron en dos cohortes, en la primera
(cohorte eTHCA) se les administré vehiculo (machos WT veh n= 4, hembras WT veh n= 2,
machos KO veh n= 1, hembras KO veh n= 4) o eTHCA 10mg/kg (machos WT eTHCA n= 5,
hembras WT eTHCA n= 3, machos KO eTHCA n= 2, hembras KO eTHCA n= 4), mientras que en
la segunda cohorte (cohorte eCBDA) los grupos experimentales fueron vehiculo (machos WT
veh n= 6, hembras WT veh n= 6, machos KO veh n= 6, hembras KO veh n=6) o eCBDA 10mg/kg
(machos WT eCBDA n= 6, hembras WT eCBDA n= 6, machos KO eCBDA n= 7, hembras KO
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eCBDA n= 6). El tratamiento fue administrado durante dos semanas, en un régimen de cinco dias
de inyeccion intraperitoneal, dos dias de descanso, tras las cuales se volvieron a realizar las
pruebas comportamentales. Se continué administrando el vehiculo o extracto a lo largo de la
semana de las pruebas comportamentales. A partir de la semana anterior al comienzo del
tratamiento, y al menos tres veces por semana durante el tratamiento y las pruebas
comportamentales, se pesaron los animales, de forma tal de llevar un registro del posible efecto
de los tratamientos en el peso, asi como administrar siempre la dosis adecuada.

Tasa de cambio de peso

Los pesos se comenzaron a tomar desde dias previos al comienzo del tratamiento, el cual se
consideré como dia 0, y se marco en las graficas con una linea negra. Con una linea roja se
sefalizé el comienzo de las pruebas comportamentales. Los pesos de los animales fueron
normalizados, tomando como 100% el peso en el dia de su primera pesada. En el caso de los
animales Skank3B tratados con eTHCA, machos y hembras fueron analizados juntos, dado el
bajo n de los grupos.
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Figura 18 - Seguimiento de peso durante el tratamiento con eTHCA o vehiculo de ratones WT y KO del modelo genético
Shank3B. Los pesos de los animales estdn expresados como promedio, siendo 100% su peso el dia del primer pesaje. Se establece
como dia 0 el primer dia de inyeccion (linea punteada negra). La linea roja representa el primer dia de prueba de
comportamiento. Pueden observarse los animales, divididos por grupos: WT vehiculo, WT eTHCA, KO vehiculo, KO eTHCA.
Debajo, puede observarse una tabla con los resultados de la prueba estadistica ANOVA de dos vias, con correccion de Geisser-
Greenhouse, y test posthoc de Tukey-Kramer, identificando los grupos donde se observa una variacion en la tasa de cambio de
los pesos de los animales. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001
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Durante el tratamiento con eTHCA, los ratones WT tratados con vehiculo presentan un aumento
de peso significativamente mayor que los animales WT tratados con eTHCA, y que los animales
KO tratados con vehiculo. Ademas, los ratones KO tratados con eTHCA también presentan una
diferencia significativa con los animales WT del mismo tratamiento, asi como con los animales
KO tratados con vehiculo (Figura 18a).

Por otra parte, los animales macho WT del modelo Shank3B tratados con eCBDA presentaron
una tasa de aumento de peso significativamente menor que el resto de los grupos, especialmente
en comparacion con los animales KO del mismo tratamiento (Figura 19a). Lo mismo no se
observa en hembras, donde los animales KO tratados con vehiculo tienen una tasa de aumento
de peso significativamente mayor que los WT tratados con vehiculo. Si bien la diferencia en la
tasa de aumento de peso de hembras KO vehiculo no es significativamente mayor que el de las
hembras KO tratadas con eCBDA, existe una tendencia (Figura 19b).
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Figura 19 - Seguimiento de peso durante el tratamiento con eCBDA de ratones del WT y KO del modelo genético Shank3B. Los
pesos de los animales estdn expresados como promedio, siendo 100% su peso el dia del primer pesaje. Se establece como dia 0 el
primer dia de inyeccion (linea punteada negra). La linea roja representa el primer dia de prueba de comportamiento, y el ultimo
peso corresponde al dia de su eutanasia. Pueden observarse machos (a) y hembras (b), divididos por grupos: WT vehiculo, WT
eCBDA, KO vehiculo, KO eCBDA. Debajo, puede observarse una tabla con los resultados de la prueba estadistica ANOVA de dos
vias, con correccion de Geisser-Greenhouse, y test posthoc de Tukey-Kramer, identificando los grupos donde se observa una
variacion en la tasa de cambio de los pesos de los animales. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Comportamiento

Para analizar el comportamiento de los animales del modelo genético luego del tratamiento
crénico con eTHCA o eCBDA se llevaron a cabo las mismas pruebas que en la caracterizacion
fenotipica, en el mismo orden. En la cohorte eTHCA se analizaron también la prueba de
enterramiento de bolitas y el laberinto elevado en cruz, de forma tal de develar posibles
comportamientos compulsivos y repetitivos o de ansiedad. Los animales utilizados para estas
pruebas tenian entre siete y diez semanas de edad, por lo que son comparables con los ratones
de la cohorte adultos sin tratamiento. La cohorte eTHCA se compuso por un n muy pequefo de
animales, por lo que ambos sexos fueron analizados en forma conjunta. Por otra parte, en la
cohorte eCBDA los datos se analizaron de forma dependiente del sexo.
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Figura 20 - Pruebas comportamentales de animales machos y hembras WT y KO del modelo Shank3B luego de la administracion
crénica de eTHCA o vehiculo. a) distancia total recorrida en la prueba de campo abierto, b) tiempo en el centro de la arena durante
la prueba de campo abierto, c) tiempo total de acicalamiento en un total de 10 minutos, d) porcentaje de tiempo en los brazos
abiertos del laberinto elevado en cruz, e) nimero total de bolitas enterradas durante una prueba de 30 minutos con 12 bolitas.
Media + SEM, ANOVA de una via y test de comparaciones multiples Tukey, *p<0.05.

El tratamiento crénico con eTHCA provoco una disminucion en la actividad motora y exploratoria
en el campo abierto de animales KO en comparaciéon con los WT (p= 0.0261), pero no se
observaron diferencias con los grupos tratados con vehiculo (WT veh vs WT eTHCA p= 0.9429,
WT veh vs KO veh p= 0.9806, KO veh vs KO eTHCA p= 0.2667) (Figura 20a). Tampoco se
encontraron diferencias en el tiempo en el centro del campo abierto en ninguno de los grupos
(WT veh vs WT eTHCA p= 0.7977, WT veh vs KO veh p=0.2060, WT eTHCA vs KO eTHCA p=
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0.8201, KO veh vs KO eTHCA p=0.9694) (Figura 20b), asi como el tiempo de auto-acicalamiento
(WT veh vs WT eTHCA p= 0.8934, WT veh vs KO veh p= 0.7803, WT eTHCA vs KO eTHCA p=
0.2217, KO veh vs KO eTHCA p= 0.9970) (Figura 20c), el porcentaje de tiempo en los brazos
abiertos del laberinto elevado en cruz (WT veh vs WT eTHCA p= 0.6388, WT veh vs KO veh p=
0.9232, WT eTHCA vs KO eTHCA p=0.9577, KO veh vs KO eTHCA p= 0.1749) (Figura 20d), ni
el numero de bolitas enterradas (WT veh vs WT eTHCA p= 0.6316, WT veh vs KO veh p=0.2991,
WT eTHCA vs KO eTHCA p=0.3728, KO veh vs KO eTHCA p= 0.8789) (Figura 20e).
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Figura 21 - Prueba de interaccion reciproca de animales machos y hembras WT y KO del modelo Shank3B luego de la
administracion crénica de eTHCA o vehiculo Cuantificacion de tres comportamientos de interaccion social (olfateos
anogenitales, oronasales y laterales) y dos comportamientos individuales durante una prueba de 10 minutos, en una arena
neutra con un raton wild-type del mismo sexo y edad. Media + SEM, ANOVA de una via y test de comparaciones multiples
Tukey, *p<0.05 **p<0.01, ***p<0.001.

En el analisis de la interaccion reciproca de la cohorte eTHCA (Figura 21) no se observaron
diferencias entre grupos en el numero de olfateos anogenitales (WT veh vs WT eTHCA p=
0.9996, WT veh vs KO veh p= 0.9763, WT eTHCA vs KO eTHCA p= 0.8549, KO veh vs KO
eTHCA p=0.9792), oronasales (WT veh vs WT eTHCA p=0.4542, WT veh vs KO veh p=0.1600,
WT eTHCA vs KO eTHCA p= 0.5945, KO veh vs KO eTHCA p= 0.9919), ni laterales (WT veh vs
WT eTHCA p= 0.2856, WT veh vs KO veh p=0.1295, WT eTHCA vs KO eTHCA p=0.4749, KO
veh vs KO eTHCA p=0.9173), ni en las exploraciones verticales sin apoyo (WT veh vs WT eTHCA
p=0.9837, WT veh vs KO veh p= 0.3260, WT eTHCA vs KO eTHCA p= 0.0711, KO veh vs KO
eTHCA p= 0.8022). De forma destacable, los comportamientos de auto-acicalamiento
presentaron un aumento en los animales KO tratados con vehiculo respecto a los WT del mismo
tratamiento (p= 0.0024). Por otra parte, el tratamiento cronico con eCBDA no generé cambios
en ninguno de los comportamientos evaluados en la prueba de campo abierto (distancia total
recorrida — machos: WT veh vs WT eCBDA p=0.8564, WT veh vs KO veh p=0.9913, WT eCBDA
vs KO eCBDA p=0.9811, KO veh vs KO eCBDA p= 0.9989, hembras: WT veh vs WT eCBDA p=
0.5978, WT veh vs KO veh p= 0.9583, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.5457, KO veh vs KO
eCBDA p= 0.9756; tiempo en el centro de la arena — machos: WT veh vs WT eCBDA p=0.8177,
WT veh vs KO veh p= 0.7362, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.9969, KO veh vs KO eCBDA p>
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0.9999, hembras: WT veh vs WT eCBDA p= 0.9995, WT veh vs KO veh p=0.5477, WT eCBDA
vs KO eCBDA p= 0.9564, KO veh vs KO eCBDA p= 0.7794), en ninguno de los grupos (Figura
22a y b). El analisis del tiempo de auto-acicalamiento, realizado en una arena individual tras diez
minutos de habituacion a la misma, no reveld diferencias entre los grupos de machos (WT veh
vs WT eCBDA p= 0.9961, WT veh vs KO veh p= 0.6485, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.6403,
KO veh vs KO eCBDA p= 0.9972) (Figura 22c), pero si en las hembras. En particular, se observo
un aumento significativo del tiempo de auto-acicalamiento de las hembras Shank3B KO tratadas
con vehiculo, en comparacion con las hembras Shank3B WT tanto luego del mismo tratamiento
como del tratamiento con eCBDA. Las hembras KO tratadas con eCBDA no presentaron
diferencias significativas en el tiempo de acicalamiento con ninguno de los otros tres grupos (WT
veh vs WT eCBDA p> 0.9999, WT veh vs KO veh p= 0.0407, WT eCBDA vs KO eCBDA p=
0.4868, KO veh vs KO eCBDA p= 0.4616) (Figura 22d).
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Figura 22 - Pruebas comportamentales de animales machos y hembras WT y KO del modelo Shank3B luego de la administracion
cronica de eCBDA o vehiculo. a) distancia total recorrida en la prueba de campo abierto, b) tiempo en el centro de la arena durante
la prueba de campo abierto, ¢ y d) tiempo total de acicalamiento en un total de 10 minutos de machos y hembras, respectivamente.
Media + SEM, ANOVA de una via y test de comparaciones multiples Tukey, *p<0.05.
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Finalmente, en la prueba de interaccién reciproca de animales tratados con eCBDA no se
observaron diferencias entre los comportamientos de interaccion social (olfateos anogenitales,
oronasales o laterales) en hembras de ninguno de los grupos (olfateos anogenitales: WT veh vs
WT eCBDA p=0.7539, WT veh vs KO veh p= 0.9961, WT eCBDA vs KO eCBDA p> 0.9999, KO
veh vs KO eCBDA p= 0.8653; olfateos oronasales: WT veh vs WT eCBDA p= 0.3840, WT veh vs
KO veh p= 0.9832, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.2230, KO veh vs KO eCBDA p= 0.8014;
olfateos laterales: WT veh vs WT eCBDA p= 0.7874, WT veh vs KO veh p= 0.9520, WT eCBDA
vs KO eCBDA p=0.2064, KO veh vs KO eCBDA p= 0.9359) (Figura 23b).

En machos (Figura 23a) solo se observé una diferencia en los olfateos anogenitales, donde el
numero es significativamente menor en animales KO tratados con vehiculo que en los WT del
mismo tratamiento (olfateos anogenitales: WT veh vs WT eCBDA p= 0.7975, WT veh vs KO veh
p= 0.0169, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.5559, KO veh vs KO eCBDA p= 0.6705; olfateos
oronasales: WT veh vs WT eCBDA p= 0.9538, WT veh vs KO veh p=0.9296, WT eCBDA vs KO
eCBDA p=0.7081, KO veh vs KO eCBDA p= 0.7592; olfateos laterales: WT veh vs WT eCBDA
p=0.5042, WT veh vs KO veh p=0.3101, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.9986, KO veh vs KO
eCBDA p= 0.9959). Tampoco se observaron diferencias en los comportamientos de exploracion
vertical en ninguno de los grupos o sexos (machos: WT veh vs WT eCBDA p= 0.9041, WT veh
vs KO veh p> 0.9999, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.9968, KO veh vs KO eCBDA p= 0.9421;
hembras: WT veh vs WT eCBDA p=0.1772, WT veh vs KO veh p= 0.3508, WT eCBDA vs KO
eCBDA p=0.9786, KO veh vs KO eCBDA p> 0.9999).

Sin embargo, de manera destacable, tanto machos como hembras KO tratados con vehiculo
vieron elevado el nUmero de comportamientos de auto-acicalamiento realizados en presencia de
un extraio del mismo sexo y edad respecto a los animales WT del mismo tratamiento o tratados
con eCBDA, pero el tratamiento con eCBDA fue capaz de revertir este aumento unicamente en
hembras (machos: WT veh vs WT eCBDA p=0.9751, WT veh vs KO veh p= 0.0060, WT eCBDA
vs KO eCBDA p=0.3779, KO veh vs KO eCBDA p= 0.2945; hembras: WT veh vs WT eCBDA p=
0.9599, WT veh vs KO veh p= 0.0014, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.3383, KO veh vs KO
eCBDA p=0.0215).

En resumen, en el modelo genético puede observarse que eTHCA no tiene efectos de reversion
comportamental, mientras que eCBDA es capaz de revertir el exceso de auto-acicalamiento en
la prueba de interaccion reciproca en hembras.
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Figura 23 - Prueba de interaccion reciproca de animales WT y KO del modelo Shank3B luego de la administracion cronica de
eCBDA o vehiculo. Cuantificacion de tres comportamientos de interaccion social (olfateos anogenitales, oronasales y laterales) y
dos comportamientos individuales durante una prueba de 10 minutos, en una arena neutra con un raton WT del mismo sexo y
edad, de animales machos (a) y hembras (b). Media + SEM, ANOVA de una via y test de comparaciones multiples Tukey, *p<0.05
*¥p<0.01, ***p<0.001.
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Modelo Ambiental: VPA

Atodos los ratones utilizados para la caracterizacion fenotipica de este modelo se les administro
tratamiento del mismo modo que a los animales del modelo genético, durante las semanas seis
y siete de edad, y en la octava semana se realizaron las pruebas de comportamiento.

Dados los resultados observados a partir de la administraciéon eTHCA en el modelo genético, se
decidié no administrar este tratamiento en el modelo ambiental. En su lugar, se utiliz6 CBDA puro,
con el objetivo de dilucidar si el efecto que esperabamos ver con eCBDA correspondia al
cannabinoide principal, o al efecto del extracto dado por la presencia de cannabinoides menores
u otros componentes, como ser por ejemplo terpenos#2.

Los grupos experimentales del modelo acido valproico fueron entonces: animales tratados con
solucion salina o VPA durante su desarrollo prenatal, a los que se les administré vehiculo (control
macho n= 2, control hembra n= 2, VPA macho n= 12, VPA hembra n= 12), CBDAp (control macho
n= 2, control hembra n= 2, VPA macho n= 6, VPA hembra n= 6), o eCBDA (VPA macho n= 12,
VPA hembra n= 8). Al igual que en el modelo genético, se llevo un registro de peso de los
animales desde la semana anterior al inicio del tratamiento, hasta el dia de su sacrificio.

Tasa de cambio de peso

Aligual que en el modelo genético, se comenzaron a realizar registros de peso en los dias previos
al primer dia de tratamiento, identificado como dia 0 en las graficas. Los pesos de los animales
fueron normalizados, tomando como 100% el peso en el dia de su primera pesada.

En las tasas de aumento de peso de los animales VPA (Figura 24) puede observarse que machos
y hembras presentaron diferencias similares entre grupos. En ninguno de los dos sexos existe
una diferencia entre los grupos controles, es decir, aquellos animales a los que se les administré
solucion salina durante su gestacion, y tratados con vehiculo o CBDAp. Ademas, puede
observarse una diferencia significativa en las diferencias entre las tasas de aumento de peso
entre animales control tratados con vehiculo y animales VPA tratados con vehiculo. Ademas, en
ambos sexos se observa una diferencia significativa en la tasa de aumento de peso de animales
VPA tratados con CBDAp en comparacion con aquellos tratados con eCBDA, y esta diferencia
es mayor en hembras. Finalmente, las hembras del modelo VPA tratadas con vehiculo tienen
una tasa de aumento de peso significativamente distinta a las de las hembras VPA tratadas con
ambos extractos, pero esta diferencia es opuesta para cada uno de ellos. Tienen un aumento de
peso mayor que las tratadas con eCBDA, pero menor que las tratadas con CBDAp. En machos,
no se observan diferencias entre los animales VPA tratados con vehiculo y ninguno de los dos
tratamientos.
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Figura 24 - Seguimiento de peso durante el tratamiento con eCBDA o CBDAp de ratones del modelo ambiental VPA y sus
controles. Los pesos de los animales estdn expresados como promedio, siendo 100% su peso el dia del primer pesaje. Se establece
como dia 0 el primer dia de inyeccion (linea punteada negra). La linea roja representa el primer dia de prueba de comportamiento,
y el ultimo peso corresponde al dia de su eutanasia. Pueden observarse machos (a) y hembras (b), divididos por grupos: control
vehiculo, control CBDAp, VPA vehiculo, VPA CBDAp y VPA eCBDA. Debajo, puede observarse una tabla con los resultados de la
prueba estadistica ANOVA de dos vias, con correccion de Geisser-Greenhouse, y test posthoc de Tukey-Kramer, identificando los
grupos donde se observa una variacion en la tasa de cambio de los pesos de los animales. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
***%p<0.0001.

Comportamiento

Dado el muy bajo n de los grupos control, el analisis de los fenotipos comportamentales se llevo
a cabo con los dos sexos de forma conjunta. En el analisis comportamental de los animales
tratados con VPA durante su gestacién no se encontraron diferencias con los animales control,
ni luego de los tratamientos con CBDAp ni eCBDA en actividad motora evaluada en el campo
abierto (Ctrl veh vs Ctrl CBDAp p= 0.9951, Ctrl veh vs VPA veh p> 0.9999, VPA veh vs VPA
CBDAp p= 0.9955, VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.9999, VPA CBDAp vs VPA eCBDA p= 0.9881)
(Figura 25a), comportamientos de tipo ansioso, evaluados a través del tiempo en el centro del
campo abierto(Ctrl veh vs Ctrl CBDAp p= 0.9961, Ctrl veh vs VPA veh p= 0.9999, VPA veh vs
VPA CBDAp p= 0.7982, VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.9484, VPA CBDAp vs VPA eCBDA p=
0.9895) (Figura 25b) y en el tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz (Ctrl veh
vs Ctrl CBDAp p= 0.8612, Ctrl veh vs VPA veh p= 0.9903, VPA veh vs VPA CBDAp p= 0.9988,
VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.6273, VPA CBDAp vs VPA eCBDA p= 0.8449) (Figura 25d), en
comportamientos repetitivos y restringidos, evaluado en la prueba de auto-acicalamiento (Ctrl
veh vs Ctrl CBDAp p=0.9222, Ctrl veh vs VPA veh p=0.6682, VPA veh vs VPA CBDAp p=0.7152,
VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.9999, VPA CBDAp vs VPA eCBDA p= 0.8105) (Figura 25c) y la
prueba de enterramiento de bolitas (Ctrl veh vs Ctrl CBDAp p= 0.9860, Ctrl veh vs VPA veh p=
0.8448, VPA veh vs VPA CBDAp p= 0.1842, VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.6226, VPA CBDAp vs
VPA eCBDA p= 0.9428) (Figura 25e), ni en los procesos cognitivos, evaluados con la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos (VPA veh conocido vs novedoso p= 0.0004, VPA eCBDA
conocido vs novedoso p= 0.0012) (Figura 25f).
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Para el analisis de la prueba de interaccion reciproca, dado el muy bajo n de los grupos control,
se analizé por separado los controles, tratados con vehiculo o CBDAp, y los animales VPA,
tratados con vehiculo, donde no se diferencié por sexo, y los animales VPA tratados con vehiculo,
eCBDA o CBDAp, donde machos y hembras se analizaron por separado. En primer lugar, al
analizar el comportamiento de los animales de los grupos control se observé que el tratamiento
con CBDAp no afecta ninguno de los comportamientos observados, en comparacion con el
tratamiento con vehiculo (olfateos anogenitales p= 0.6242, olfateos oronasales p> 0.9999,
olfateos laterales p= 0.4720, auto-acicalamiento p= 3428, exploracion vertical p= 9239) (Figura
26a). Sin embargo, al comparar los controles con los animales VPA tratados con vehiculo,
encontramos que presentan un déficit significativo en los comportamientos de olfateos
oronasales (p< 0.0001) y laterales (p< 0.0001) (olfateos anogenitales p= 0.6242, auto-
acicalamiento p= 7928, exploracién vertical p= 3895).

Por otra parte, al analizar la prueba de interaccion social de animales VPA tratados con vehiculo,
CBDAp, o eCBDA, se pudo observar que, en los dos comportamientos donde se observo el
déficit, los animales VPA machos presentan una recuperacion luego del tratamiento tanto con
eCBDA (olfateos anogenitales p= 0.8250, olfateos oronasales p= 0.0005, olfateos laterales p<
0.0001, auto-acicalamiento p= 0.8599) como CBDAp (olfateos anogenitales p= 0.9827, olfateos
oronasales p= 0.0144, olfateos laterales p= 0.0019, auto-acicalamiento p= 0.4404). Ademas, en
machos, se observé una disminucion en las exploraciones verticales tras los tratamientos con
eCBDA (p=0.0003) y CBDAp (p=0.0067) (Figura 26b).

En hembras, los déficits encontrados en los animales VPA tratados con vehiculo en comparacion
con los controles, fueron revertidos con el tratamiento con eCBDA (olfateos anogenitales p=
0.0689, olfateos oronasales p< 0.0001, olfateos laterales p< 0.0001, auto-acicalamiento p=
0.2356), pero no con el de CBDAp (olfateos anogenitales p= 0.5033, olfateos oronasales p=
0.1370, olfateos laterales p= 0.3785, auto-acicalamiento p> 0.9999). Ademas, en hembras
también observamos que ambos tratamientos redujeron el nimero de exploraciones verticales
sin apoyo (VPA veh vs VPA eCBDA p=0.0327, VPA veh vs VPA CBDAp p=0.0079) (Figura 26c).
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Figura 25 - Pruebas comportamentales de animales machos y hembras del modelo VPA y su control, luego de la administracion
crénica de CBDAp, eCBDA o vehiculo. a) distancia total recorrida en la prueba de campo abierto, b) tiempo en el centro de la
arena durante la prueba de campo abierto, c) tiempo total de acicalamiento en un total de 10 minutos, d) porcentaje de tiempo
en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz, e) numero total de bolitas enterradas durante una prueba de 30 minutos con
12 bolitas, f) numero de interacciones con un objeto conocido o novedoso, luego de 24 horas de familiarizacion con el objeto
conocido. Media + SEM, a-e) ANOVA de una via y test de comparaciones multiples Tukey, f) test t-student. **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 26 - Prueba de interaccion reciproca de animales del modelo VPA y su control, luego de la administracién crénica de
CBDAp, eCBDA o vehiculo. Cuantificacion de tres comportamientos de interaccion social (olfateos anogenitales, oronasales y
laterales) y dos comportamientos individuales durante una prueba de 10 minutos, en una arena neutra con un ratéon WT del mismo
sexo y edad. a) comparacion de animales control tratados con vehiculo o CBDAp, y animales VPA tratados con vehiculo. b) animales
machos y ¢) hembras VPA tratados con vehiculo, CBDAp o eCBDA. Media + SEM, ANOVA de una via y test de comparaciones

multiples Tukey, *p<0.05 **p<0.01, ***p<0.001.

45



CUANTIFICACION DE CELULAS MICROGLIALES

Modelo genético: Shank3B

En primer lugar, se analizo la microglia mediante inmunomarcado de Iba1 en animales macho y
hembra Shank3B KO y WT, de entre nueve y doce semanas de edad, tratados con vehiculo o
eCBDA. Se observé que, en la corteza cerebral, tanto en machos como en hembras, los animales
WT tratados con vehiculo presentan menor cantidad de células microgliales que los animales KO
tratados con vehiculo (machos p= 0.0318, hembras p= 0.0421). Como puede observarse en la
Figura 27a, la administracion cronica de eCBDA fue capaz de revertir este aumento, es decir, el
numero de microglia contabilizado en la corteza cerebral de animales KO tratados con el extracto,
tanto machos como hembras, fue estadisticamente igual al encontrado en animales WT tanto
tratados con vehiculo como eCBDA (machos: WT veh vs KO eCBDA p=0.4968, WT eCBDA vs
KO eCBDA p=0.8073, KO veh vs KO eCBDA p= 0.0030, hembras: WT veh vs KO eCBDA p=
0.9947, WT eCBDA vs KO eCBDA p> 0.9999, KO veh vs KO eCBDA p=0.0356). Por otra parte,
al observar el cuerpo estriado (Figura 27b) se encontré un niumero similar de células microgliales
en todos los grupos analizados (machos: WT veh vs WT eCBDA p=0.9633, WT veh vs KO veh
p=0.9996, WT veh vs KO eCBDA p=0.9967, WT eCBDA vs KO eCBDA p=0.9024, KO veh vs
KO eCBDA p=0.9996, hembras: WT veh vs WT eCBDA p=0.6466, WT veh vs KO veh p>0.9999,
WT veh vs KO eCBDA p=0.7761, WT eCBDA vs KO eCBDA p= 0.9846, KO veh vs KO eCBDA
p=0.8109).
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Figura 27 - Cuantificacion del numero de células positivas para Ibal en dos dreas del cerebro de animales WT y KO tratados con
eCBDA o vehiculo de forma crénica, del modelo Shank3B. Numero total de células microgliales en a) corteza cerebral y b) cuerpo
estriado de animales de ambos sexos del modelo genético. Media + SEM, ANOVA de una via y test de comparaciones multiples
Tukey, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Modelo ambiental: VPA

Dado el bajo numero de animales control para el grupo VPA obtenidos, unicamente se pudo
realizar el analisis de animales VPA con tratamiento de vehiculo, eCBDA o CBDAp. Dado que los
animales VPA eran C57BL/6, el mismo trasfondo genético de los animales Shank3B, se utilizaron
los valores obtenidos de animales Shank3B WT tratados con vehiculo como grupo control. Este
analisis fue llevado a cabo con cuatro animales VPA por grupo, por sexo, de entre ocho y diez
semanas de edad. Tanto en machos como en hembras, en el cuerpo estriado no se encontraron
diferencias entre grupos (machos: WT veh vs VPA veh p=0.3394, VPA veh vs VPA CBDAp p=
0.2761, VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.8856, hembras: WT veh vs VPA veh p=0.4338, VPA veh
vs VPA CBDAp p= 0.9954, VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.9829) (Figura 28b). Por otra parte, en
la corteza se observé que machos y hembras no respondieron de igual manera a los tratamientos.
En los machos VPA tratados con vehiculo se encontré el nimero de células positivas para Iba1
aumentado respecto al control (p= 0.0107), y esto no se revirti6 con ninguno de los dos
tratamientos (VPA veh vs VPA CBDAp p= 0.6193, VPA veh vs VPA eCBDA p> 0.9999) (Figura
28a). Sin embargo, si bien en hembras también se encontré aumentado este valor en animales
VPA tratados con vehiculo respecto al control (p<0.0001), observamos el tratamiento con eCBDA
es capaz de atenuar esto parcialmente, pero no asi el tratamiento con CBDAp (VPA veh vs VPA
CBDAp p=0.6545, VPA veh vs VPA eCBDA p= 0.0055) (Figura 28a).
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Figura 28 - Cuantificacion del numero de células microgliales en dos dreas del cerebro de animales del modelo VPA y su control,
tratados con CBDAp, eCBDA o vehiculo de forma cronica. Numero total de células positivas para Ibal en a) corteza cerebral y b)
cuerpo estriado de animales hembra y macho del modelo ambiental. Media + SEM, ANOVA de una via y test de comparaciones
multiples Tukey, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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DISCUSION

Los trastornos del espectro autista son desordenes que se dan Unicamente en humanos, y su
etiologia es variada, y puede llegar a ser multifactorial. Existe una gran heterogeneidad entre
personas diagnosticadas con TEA, por lo cual es de vital importancia utilizar modelos murinos
con distintas causales, y distinto perfil comportamental. Ademas, el TEA se manifiesta de forma
distinta en hombres y mujeres. Las mujeres y nifias presentan diferencias tanto en
comorbilidades psiquiatricas como en la manifestacion comportamental, y tienden a utilizar
“‘camuflaje social” y “enmascaramiento” como estrategias compensatorias, que dificultan su
diagndstico' 3. Mujeres y nifias con TEA también manifiestan diferencias en la respuesta a
tratamientos farmacologicos respecto a sus contrapartes masculinas'#3. En consecuencia, es de
gran importancia analizar de forma diferencial el fenotipo comportamental segun el sexo
bioldgico, asi como la respuesta a los posibles tratamientos.

Evidencia anecddtica indica que aceites preparados con extractos de cannabis producen mejoras
comportamentales y comunicacionales en pacientes con casos severos de TEA. En base a esto,
se establecieron modelos preclinicos murinos de TEA para evaluar el efecto de estos extractos.
En este estudio, se pusieron a punto dos modelos, uno genético (Shank3B knockout) y uno
ambiental (VPA), y se investigaron los efectos de la administracién crénica de extractos de dos
quimiotipos de cannabis sobre esos modelos en ambos sexos. Los modelos murinos estudiados
son apropiados como plataforma para el analisis farmacoldgico de distintos compuestos en la
busqueda de sustancias que puedan revertir comportamientos de tipo autista; asi como para el
analisis de blancos celulares donde estos compuestos podrian estar actuando. Dado el rol de la
microglia en el establecimiento y mantenimiento de los circuitos neurales durante el desarrollo,
en este estudio se evalud también el numero de células microgliales en la corteza cerebral y el
cuerpo estriado de animales de estos modelos tras la administracion de distintos tratamientos,
como posibles blancos celulares de accién de los extractos.

En primer lugar, se caracterizaron los modelos para asegurarse de que presentaran un fenotipo
conductual evidente. En ambos modelos se observaron comportamientos acordes a los
observados por otros autores en la literatura. Los animales del modelo genético mostraron
acicalamiento excesivo y déficits en la interaccion social'” '8, especialmente en animales adultos,
mientras que los del modelo ambiental mostraron déficits comportamentales Unicamente en la
interaccion social'.

En el modelo genético, el tratamiento con extracto alto en AS-THCA no revierte los
comportamientos en términos de actividad motora y déficits sociales ninguno de los dos sexos.
Sin embargo, el tratamiento con extracto alto en CBDA revirtié el exceso de auto-acicalamiento
en condiciones sociales en hembras, mientras que en machos se observé una tendencia a
revertir este fenotipo.

En el modelo ambiental, tanto el extracto alto en CBDA como el CBDA puro fueron capaces de
revertir los déficits en la interaccién social en animales machos del modelo, pero en hembras
unicamente el extracto alto en CBDA fue capaz de revertir el fenotipo observado. Estos
resultados podrian sugerir la existencia de un efecto sinérgico con otros componentes presentes
en el extracto, que estarian afectando a los dos sexos de forma diferencial.

Por otra parte, en este estudio se evalu6 también el nimero de células microgliales en la corteza
cerebral y el cuerpo estriado de animales de ambos modelos tras la administracion de los
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distintos tratamientos. En la corteza cerebral se encontraron diferencias significativas entre los
grupos tratados y los controles en ambos modelos. El tratamiento con extracto alto en CBDA
revirtid el aumento observado en el numero de microglia en animales de ambos sexos del modelo
genético, y se observo una reversion parcial en hembras del modelo ambiental. En el modelo
ambiental, el tratamiento con CBDAp no afectdé el numero de células microgliales en machos ni
hembras.

Si bien muchos de los grupos tienen un n pequefo, que deberia aumentarse para reforzar estos
resultados, estos hallazgos muestran un efecto de CBDA en modelos murinos de TEA
dependiente del sexo y un posible rol de la microglia como blanco celular. Ademas, sugieren un
potencial terapéutico de CBDA en el tratamiento del autismo, particularmente en relacion con los
sintomas comportamentales y los cambios en la microglia de la corteza cerebral. Sin embargo,
se requieren mas investigaciones para comprender completamente los mecanismos
subyacentes y determinar la eficacia y seguridad a largo plazo de estos tratamientos en
humanos.

Tabla 5 - Resumen de los resultados obtenidos en la tesis. Los resultados de caracterizacion son de animales del modelo en
comparacion con sus respectivos controles. IR: interaccion reciproca.

Shank3B VPA

4-6 semanas de edad:

d @ | Olfateos anogenitales, oronasalesy laterales en IR
d' | Olfateos oronasalesy laterales en IR

7-10 semanas de edad:

Caracterizacion T Exploraciénvertical en IR

d @ 1 Auto-acicalamiento @ | Olfateos anogenitales, oronasalesy laterales en IR

1 Olfateos anogenitales, oronasalesy laterales en IR

T Auto-acicalamiento y exploracion vertical en IR

Comportamiento: Comportamiento:
d' @ No revierte comportamientos —
eTHCA . ) . )
Microglia (corteza cerebral): Microglia (corteza cerebral):
— —
Comportamiento: Comportamiento:
d' Tendencia a revertir auto-acicalamiento en IR
J" 9 Revierte olfateos oronasalesy laterales en IR
Q Revierte auto-acicalamientoen IR
eCBDA reviert o
Microglia (corteza cerebral): Microglia (corteza cerebral):
d' No revierte
d 9 Revierte nimero de células
? Revierte parcialmente
Comportamiento: Comportamiento:
J' Revierte olfateos oronasalesy laterales en IR
2 No revierte comportamiento
CBDAp

Microglia (corteza cerebral):

Microglia (corteza cerebral):

d' No revierte

? No revierte
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Fenotipo comportamental del modelo genético: Shank3B

El modelo murino genético escogido en este estudio fue Shank3B-KO''8, Se trata de una
mutacién en el gen Shank3, que elimina la expresion de dos de las tres isoformas de la proteina
producidas por este locus, y reduce la expresiéon de la tercera. Las proteinas SHANKS3 tienen
funciones de andamiaje postsinaptico en neuronas excitatorias. Este modelo se asemeja al perfil
genético de cerca del 0.5% de casos diagnosticados de TEA. Este modelo fue analizado en
cohortes de dos edades, que denominamos jovenes y adultos, que corresponden a una edad de
adolescencia tardia y una de adultez temprana. Durante la adolescencia, al igual que en el
periodo perinatal, existen periodos sensibles, en los cuales se da la maduracién de circuitos
corticolimbicos, y se ve afectado el balance E/I%'*®. Por esta razén, es interesante comparar los
déficits comportamentales en estas dos edades, asi como comenzar la administracion de
tratamiento en esta edad tan critica para la formacién y el establecimiento de circuitos.

En el modelo genético, el tratamiento crénico con eTHCA no fue capaz de revertir los fenotipos
comportamentales observados (Tabla 5). Un estudio realizado en 2021 con ratones macho de
un modelo genético de autismo al que se le elimina completamente el gen Shank3, encontré que
el tratamiento agudo con A°-THC (1mg/kg) tiende a disminuir el tiempo de auto-acicalamiento y
aumentar el tiempo que el ratdon permanece en una zona de sociabilizacién, mediado por CB 16,
Si bien tanto A°>~-THC como A®-THCA interaccionan con CB1, la forma neutra de este compuesto
es un agonista parcial de este receptor, mientras que A°-THCA tiene efectos no-agonistas en
CB+.%° Ademas, A°-THCA, a diferencia de su forma neutra, es un compuesto no psicotrépico. Es
probable que estas variaciones expliquen las diferencias en los efectos observados.

Por otra parte, en este modelo, el tratamiento con eCBDA revirtié el exceso de auto-acicalamiento
en hembras en la prueba de interaccion social, donde se evalua el comportamiento al enfrentarse
con un coespecifico desconocido, pero no en la prueba individual. En machos se observé que no
hay diferencias entre grupos en la prueba individual de auto-acicalamiento, pero en la prueba de
interaccion reciproca hay una tendencia a la disminucion de este comportamiento (Tabla 5). Es
posible entonces que el extracto esté influyendo no de forma exclusiva en movimientos
repetitivos sino en el cerebro social. El cerebro social es una red neural que procesa de forma
conjunta la informacion contextual externa (sensorial) e interna (emocional y cognitiva), y genera
una respuesta a estimulos sociales. Esta compuesta por multiples areas del cerebro, incluyendo
la amigdala, la corteza prefrontal, el hipocampo, la insula anterior, y el surco temporal superior,
entre otras?'. Dada la amplia distribucion de receptores del sEC en el cerebro, asi como de otros
receptores donde CBDA es capaz de actuar (por ejemplo, 5-HT+a), seria interesante analizar el
efecto de la administracion de extracto alto en CBDA en estas areas y su posible influencia en
comportamientos sociales y comportamientos individuales en contexto social.

Fenotipo comportamental del modelo ambiental: Acido Valproico

En el modelo ambiental elegido para este estudio, la administracion de acido valproico en el dia
12.5 de gestacidn, encontramos que, en las pruebas realizadas, machos y hembras unicamente
presentan déficits en la interaccién social, y dichos déficits son similares entre sexos. En este
modelo se evalud el efecto del tratamiento crénico con extracto alto en CBDA, asi como con
CBDA puro. Se encontr6 que, si bien en machos ambos tratamientos son capaces de revertir los
déficits en interaccion social, en hembras Unicamente el extracto alto en CBDA fue capaz de
revertir el fenotipo observado (Tabla 5).
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Si bien estudios previos realizados en ratas de este modelo describen diferencias
comportamentales entre sexos, las mismas se observan en comportamientos no evaluados en
esta tesis, como ser comunicacién social o performance cognitivo'™’. Todos los estudios que
analizan el dimorfismo sexual comportamental del modelo establecen que machos y hembras no
tienen diferencias significativas en interaccion social'#®'%°. Dado que el receptor CB1 mediaria la
modulacion por AEA de la recompensa social, un estudio comportamental en ratas de este
modelo evalua la presencia de receptor CB1 fosforilado (CB+f), que indicaria un estado de
activacion, en corteza prefrontal, estriado dorsal, hipocampo, amigdala, nucleo accumbens vy
cerebelo, a cinco y doce semanas de edad, en ambos sexos. Los animales macho de este
modelo en ambas edades tienen CB+f aumentado en estriado dorsal y reducido en hipocampo,
y, Unicamente a las doce semanas de edad, reducido en amigdala. Por otra parte, las hembras
Unicamente muestran un aumento en CB1f en la corteza prefrontal a las cinco semanas de edad.
Ademas, encuentran que, en ambos sexos, la inhibicion de la degradacién de AEA revierte los
déficits en comportamientos sociales que observan en el estudio'*.

En otro estudio, realizado con ratas de cinco semanas de edad sin tratamiento, se comparan los
niveles de AEA frente a un estimulo social desconocido en comparacién con uno conocido, 0 sin
estimulo social. Encuentran que el estimulo social desconocido aumenta los niveles de AEA en
el estriado dorsal en comparacion con los otros grupos, y existe una tendencia al aumento en la
corteza prefrontal frente a cualquiera de los estimulos sociales, en comparacion con la ausencia
de estimulo. Interesantemente, no encuentran diferencias en hipocampo . Otro estudio, llevado
a cabo con ratas del modelo VPA de cinco semanas de edad, establece que los niveles basales
de 2-AG y AEA no estan alterados, pero inmediatamente después de una prueba de interaccién
social, la concentracion de AEA se encuentra aumentada en el hipocampo, pero no se ve alterada
en corteza frontal ni cerebelo™'. Finalmente, un estudio realizado en humanos, con nifios y nifias
de aproximadamente siete afios de edad, encuentran que los niveles de AEA en plasma son
significativamente menores en aquellos diagnosticados con TEA'™2. En resumen, es posible
especular que disfunciones en el sistema endocannabinoide podrian subyacer parcialmente los
déficits en las interacciones sociales, caracteristicas del autismo. Dado que AEA es un agonista
de CBs4, la administracion de agonistas exdgenos podria compensar su falta o degradacién
temprana. Si bien no hay muchos estudios sobre la funcion de CBDA sobre CB1, estudios in vitro
mostraron que se une a CB; y produce un agonismo con selectividad funcional por la beta-
arrestina’3, por lo cual podria estar compensando la disminucién en los niveles de AEA,
presentando asi mejoras en los comportamientos sociales de machos y hembras del modelo
VPA. Es una posibilidad que el efecto generado no sea el mismo, y la unién de CBDA con los
receptores no active la misma via.

Si bien el tratamiento con eCBDA es capaz de revertir los déficits sociales tanto de machos como
hembras del modelo VPA, el tratamiento con CBDAp uUnicamente es efectivo en machos. Esto
podria sugerir que en hembras es necesaria la accién sinergistica de CBDA con otros
componentes del extracto, pero en machos la accion de CBDA seria suficiente. El analisis del
extracto alto en CBDA, llevado a cabo en Facultad de Quimica muestra la presencia en
cantidades no despreciables de otro fitocannabinoide, el acido cannabicroménico (CBCA), el cual
se administré en una dosis de 1.6mg/kg en el extracto alto en CBDA (Tabla 3). Es posible que
se necesite la actividad de CBDA junto con CBCA, actuando sobre diferentes blancos
farmacoldgicos, para revertir los déficits sociales en hembras. Si bien aun no se conocen los
blancos farmacolégicos del CBCA, se sabe que tiene efectos anticonvulsivos en un modelo
murino del Sindrome de Dravet'“. Seria de interés entonces, analizar los efectos CBCA puro,

51



asi como de la co-administracion de CBDA y CBCA puros en hembras de este modelo, y evaluar
la posible reversion fenotipica. Por otra parte, es posible que existan componentes no
identificados en el extracto. Si bien los extractos de plantas de cannabis incluyen otras moléculas
como terpenos y flavonoides, andlisis realizados en Facultad de Quimica utilizando RMN
sugieren que no se encuentran en concentraciones detectables en las condiciones de extraccion
etandlica en las que se obtuvo el extracto®.

Microglia en modelos murinos de TEA

Si bien las bases neurobiolégicas que subyacen los TEA no estan completamente definidas, cada
vez mayor cantidad de evidencia apunta tanto a un rol de las vias inmunitarias innatas, como a
anomalias en la sinaptogénesis neural’®. Las células microgliales son un objetivo de estudio
interesante en los TEA, ya que no solo conforman la inmunidad innata del SNC, sino también
tienen funciones homeostaticas, en particular durante el desarrollo cerebral, cumpliendo
funciones de remodelacion tales como sinaptogénesis y poda sinaptica*®. La ausencia de
microglia durante esta etapa tiene como consecuencia neuronas que forman un exceso de
conexiones sinapticas débiles, y una mayor densidad de espinas dendriticas’®. Se ha descrito
que alteraciones en la funcionalidad de la microglia durante el desarrollo y etapas tempranas
posnatales, tanto aumento en su reactividad como disminucion de su respuesta, podria afectar
negativamente la maduracién del SNC'’, teniendo como consecuencia trastornos tales como
esquizofrenia, psicosis, depresion o TEA, entre otros '8,

La poda sinaptica durante el desarrollo es esencial para el modelado de los circuitos, y su
correcto funcionamiento. En humanos, este proceso se da principalmente en la etapa perinatal,
hasta aproximadamente los primeros tres afios de edad. La estabilizacion de ciertos contactos
sinapticos, y la pérdida de los otros, en respuesta a la actividad neuronal, es esencial para el
desarrollo cognitivo'™®. Déficits en la maduracién sinaptica tienen como consecuencia
conectividad funcional débil entre regiones cerebrales, las cuales en autismo estan relacionadas
con déficits en el comportamiento social y aumento de comportamientos repetitivos 8. Déficits
en la funcion microglial durante el desarrollo son suficientes para reducir las conexiones
funcionales'®. Se ha sugerido que, en TEA, se encuentra afectada la integracion de informacion
gracias a un exceso y desorganizacién de conexiones locales dentro del I6bulo frontal, y una
reduccion de fuerza y numero de conexiones de larga distancia entre la corteza frontal y otros
sistemas'®. Por otra parte, cambios pequefios en la cantidad relativa de sinapsis inhibitorias y
excitatorias podrian alterar significativamente el procesamiento de informacion %161,

Muchos estudios, tanto en tejidos humanos post-mortem como en modelos murinos, muestran
gue alteraciones en el sistema inmune son uno de los factores mas importantes en la incidencia
de los TEA'™2, en particular el nimero de células microgliales se encuentra aumentado en
cerebros de personas con TEA en comparacion con controles en distintas areas de la corteza
cerebral'®®, Ademas, estudios transcriptomicos demostraron que en cerebros de humanos con
TEA se encuentran especialmente enriquecidos los genes de microglia pro-inflamatoria'®*. Por
tanto, la neuroinflamacion seria una de las causas de la patogénesis de TEA, caracterizada por
la presencia de microglia reactiva en distintas zonas del cerebro, asi como aumentos en el
numero de células microgliales, alteraciones morfoldgicas y cambios fenotipicos®.

Dado que las células microgliales poseen todos los elementos funcionales del sistema de
sefializacion endocannabinoide, incluyendo los componentes de sintesis y degradacion de CB1
y CB», asi como AEA y AG-2, es interesante su estudio como diana terapéutica de compuestos
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cannabinoides para la reduccion de la neuroinflamacion. En condiciones de neuroinflamacion, la
microglia aumenta significativamente la sintesis de endocannabinoides, produciendo cerca de
veinte veces mas que las neuronas u otras células gliales, e incrementa la expresion del receptor
CB:'®2 (Figura 29). La activacion de los receptores CB; tiene como consecuencia el aumento de
produccion de factores neuroprotectores y la reduccion de produccién y liberacion de factores
proinflamatorios'®2. Es importante destacar que los receptores CB1y CB. son capaces de formar
receptores heterémeros funcionales en el cerebro, y cuando se encuentran en forma
heteromérica, los antagonistas de cada uno de los receptores son capaces de bloquear el efecto
de los agonistas del otro, en un fendmeno conocido como antagonismo cruzado bidireccional'®°.
La microglia homeostatica expresa receptores CB1 que forman heterémeros con receptores CB»,
los cuales no se encuentran unidos a proteina G. Sin embargo, en la microglia reactiva no solo
aumenta la expresion de CB», sino que estos receptores se acoplan mediante proteina G a la
maquinaria de senalizacion. Estos receptores heterémeros son un blanco bioldégico de
cannabinoides tanto endégenos como exdgenos, y en microglia reactiva median los efectos
neuroprotectores de los cannabinoides'®. Estudios en los que se co-expresa CB1y CB; en lineas
celulares han encontrado que CBDA aumenta de forma significativa la formacién de heterémeros
CB4-CB2'%, por lo cual puede sugerirse que los receptores que se encuentran en esta
conformacion sean los mediadores de los cambios comportamentales observados.
Recientemente, se ha identificado el rol del sEC como modulador de las respuestas emocionales
frente a estimulos externos'’, por lo cual es posible que el tratamiento con eCBDA afecte en
mayor medida las areas que componen el cerebro social, revirtiendo el fenotipo comportamental
observado. Seria interesante entonces, en el futuro, estudiar la microglia y su respuesta frente al
tratamiento con eCBDA, en areas implicadas en la respuesta social. La sefalizacién a través de
los receptores CB1 y CB2, como otros receptores GPCRs, presenta agonismo sesgado, donde
un mismo receptor puede activar distintas vias de sefializacién segun el ligando que se una'3,
lo que complejiza prever los efectos sobre estos receptores. Por otro lado, tampoco es posible
descartar el efecto de CBDA sobre otros blancos farmacolégicos aun no descritos.
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Figura 29 - Las células microgliales poseen todos los elementos funcionales del sistema endocannabinoide. En condiciones de
neuroinflamacion, la microglia aumenta significativamente la sintesis de endocannabinoides, siendo capaces de producir veinte
veces mds endocannabinoides que las neuronas. Adaptado de Tangfeng et al, Front Psychiatry, 2021.
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En el modelo Shank3B, Peca et al.’® describié alteraciones en los circuitos cortico-estriatales,
incluyendo alteraciones en la composicion molecular de la maquinaria postsinaptica, aumento en
el tamafio y complejidad de los arboles dendriticos de neuronas estriatales, asi como aumento
en el largo total de sus dendritas, reduccién en la densidad de las espinas dendriticas, y reduccién
en el numero de sinapsis funcionales. Ademas, encuentra hipertrofia del caudado. Estos
resultados indican alteraciones de los circuitos cortico-estriatales. Por otra parte, otra
investigacion sefiala que un aumento en el numero de sinapsis excitatorias podria estar
mediando comportamientos de tipo autista, tales como déficits sociales y de comunicacién, asi
como el aumento de la presencia de intereses restringidos y comportamientos repetitivos®?.
Finalmente, un aumento de sinapsis locales, pero una disminucién de sinapsis de proyeccion
conectando entre distintas areas del cerebro podrian ser la causa de los comportamientos
observados en TEA, mediante déficits en la integracion de informacién proveniente de distintos
sistemas'®’. Hasta la fecha, no se han publicado trabajos evaluando la microglia en este modelo
genético.

En nuestro laboratorio, observamos que tanto hembras como machos KO tratados con vehiculo
presentan un aumento significativo de células microgliales respecto a los animales WT tratados
tanto con vehiculo como eCBDA, y este aumento se revierte cuando los animales KO son
tratados con eCBDA (Tabla 5). EI aumento de células microgliales observado en la corteza
cerebral de animales Shank3B KO tratados con vehiculo podria ser consecuencia de las
alteraciones descritas en los circuitos cortico-estriatales, como ser déficits en el ensamblaje de
proteinas postsinapticas, que estarian generando desequilibrios en la interacciéon neurona-glia.
Es posible que en los animales de este modelo también presenten alteraciones en astrocitos.
Los componentes del extracto alto en CBDA podrian estar actuando sobre receptores del sEC u
otros blancos farmacoldgicos. Por otra parte, es posible que se dé la interaccion con receptores
CB:2 microgliales, transformando la microglia neuroinflamatoria en neuroprotectora, aunque
estudios mas profundos a nivel transcriptémico serian necesarios para confirmar dicha hipotesis.
A su vez, este efecto podria tener como consecuencia el cambio comportamental observado,
revirtiendo el exceso de auto-acicalamiento en el contexto social, especialmente de hembras.

Por otra parte, Shank forma parte de una via esencial para la formacién, maduracién, plasticidad
y mantenimiento de las sinapsis, la via neurexina- neuroliguina- Shank (NRXN-NLGN-
SHANK)™®188 | a neurexina y la neuroliguina son proteinas de adhesion molecular, pre y
postsinapticas respectivamente. En esta via, la neurexina presinaptica forma complejos trans-
sinapticos con la neuroliguina postsinaptica en sinapsis glutamatérgicas, que se unen a Shank
en la densidad postsinaptica’™®'%°. Mutaciones en los genes que codifican para estas tres
proteinas estan asociados con la patogénesis de TEA'®, posiblemente porque alteraciones en
la proporcién de moléculas de adhesion y proteinas de andamiaje afectan el balance E/I'7%'71,

En el modelo ambiental también se encontré que tanto machos como hembras presentan un
aumento en el numero de células microgliales luego del tratamiento con vehiculo, respecto a
animales no tratados con VPA durante su gestacion (Tabla 5). Es importante destacar que los
animales utilizados como control para este experimento son animales WT del modelo Shank3B,
dado que tienen el mismo trasfondo genético que los animales VPA, sin embargo, otros
experimentos realizados en animales del modelo VPA también reportan este aumento®®. Si bien
en machos ninguno de los tratamientos administrados fue capaz de afectar el numero de
microglia encontrada en la corteza cerebral, en hembras este niumero disminuyd parcialmente
tras la administracion de eCBDA.
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La expresion genética de los receptores CB+ y CB2 no difiere en corteza frontal, hipocampo ni
cerebelo de ratas de cinco semanas de edad tratadas con VPA durante su gestacion en
comparacion con aquellas tratadas con solucion salina’!. Esto podria estar indicando que no
hay mayor numero de microglia reactiva, por lo cual el origen fenotipico comportamental de este
modelo podria no estar relacionado con neuroinflamacién. Es posible que la actividad microglial
estuviese alterada durante el periodo perinatal, en un proceso de neuroinflamacion aguda,
afectando la poda sinaptica y en consecuencia la formacién de circuitos y el balance E/I, pero
luego del cierre de las ventanas sensibles, esta microglia no generase neuroinflamacion crénica.

Es posible que el efecto comportamental observado luego de la administracion cronica con
eCBDA esté mediado por receptores no-cannabinoides. CBDA es un agonista del receptor
serotoninérgico 5-HT1a, y es capaz de aumentar su activacién, incluso en mayor medida que
CBD', La serotonina es un neurotransmisor muy ampliamente distribuido, tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico. Ademas de ser un neurotransmisor, también es una
hormona, y cumple una gran cantidad de funciones, desde regulaciéon cardiovascular y del
sistema gastrointestinal, sensibilidad al dolor, y termorregulacién, hasta el mantenimiento del
ciclo circadiano, el apetito, la agresion, la conducta sexual, el humor, la cognicion, el aprendizaje
y la memoria. Ademas, la serotonina es esencial para la plasticidad sinaptica y el desarrollo
cerebral, y existe una gran abundancia de inervaciones serotoninérgicas en las areas limbicas
del cerebro, fundamentales para la expresion emocional y el comportamiento social’’®. Los
receptores serotoninérgicos 5-HT1a son receptores metabotropicos, unidos a proteina G. Es uno
de los subtipos de receptores serotoninérgicos mas abundantes y ampliamente distribuidos en el
SNC, y pueden clasificarse en dos poblaciones: autoreceptores y heteroreceptores. Los
autoreceptores se encuentran en neuronas serotoninérgicas del nucleo de Rafe, e inhiben la
liberacion de serotonina mediante regulacion negativa. Los heteroreceptores se encuentran en
neuronas no serotoninérgicas, ubicadas en areas de proyeccion de neuronas serotoninérgicas,
como ser hipocampo, amigdala y corteza prefrontal, y median respuestas de miedo, ansiedad,
estrés, depresion y funciones cognitivas'”.

Mas del 25% de nifios diagnosticados con autismo tienen niveles elevados de serotonina en
sangre'’*. Ademas, ratones con una mutacion que elimina la produccion de serotonina en el
cerebro presentan déficits en interaccién social, y aumento muy significativo de comportamientos
repetitivos'’®. Una de las posibilidades planteadas para la etiologia de los TEA implica la funcién
de la serotonina sobre la plasticidad sinaptica durante el desarrollo embrionario, afectando el
desarrollo de las regiones cerebrales implicadas en la comunicacion y las emociones'’2. Ademas,
se plantea que los altos niveles de serotonina en el SNC durante el desarrollo podrian estar
generando una disminucion de las terminales nerviosas serotoninérgicas'’?. En la actualidad,
uno de los tratamientos utilizados para los pacientes con TEA son farmacos que afectan este
sistema, como ser los inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (SSRIs), sin
embargo, a pesar de su extendido uso, los estudios realizados en humanos no son conclusivos
sobre su efectividad, y se destacan efectos secundarios severos, tales como retencién urinaria y
convulsiones, especialmente en nifios'"®""”. Futuros estudios deberian evaluar si, en el caso de
TEA mediado por alteraciones serotoninérgicas, eCBDA tiene efectos similares a los SSRIs, con
menores efectos secundarios.

En el presente trabajo solo se ha evaluado el numero de células microgliales mediante recuento
utilizando el marcador microglial Iba1. En el modelo Shank3B aun no esta estudiado el papel de
la microglia, por lo cual seria interesante analizar marcadores especificos de microglia
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homeostatica, como P2ry12'819 Una aproximacion mas ambiciosa seria la utilizacion de
técnicas de transcriptomica para evaluar el fenotipo microglial en el modelo y luego del
tratamiento con CBDA.

Ademas, en ninguno de los grupos analizados se observaron diferencias en el numero de células
microgliales en el cuerpo estriado. Sin embargo, seria importante evaluar la posibilidad de
cambios morfolégicos en esta area. Ademas, en estudios a futuro seria interesante también
analizar la microglia en otras areas del cerebro, y estudiar otras caracteristicas de las células
microgliales como ser su morfologia, su expresion de receptores CB4 y CBy, o liberacion de
agentes neuroinflamatorios. Ademas, podria evaluarse el nUmero de espinas dendriticas como
indicador de la poda sinaptica, en particular en neuronas glutamatérgicas.

Consideraciones finales, conclusiones y perspectivas

La caracterizacién comportamental de modelos preclinicos de TEA llevada a cabo en esta tesis
evidencio que tanto el modelo murino genético como el ambiental analizados presentan fenotipo
comportamental de tipo autista, en ambos sexos. Ademas, se observé que, en el modelo
genético, este fenotipo varia con la edad de los animales.

Por otra parte, la administracion crénica de eTHCA no presentd efectos de reversion
comportamental, mientras que el tratamiento con eCBDA es capaz de revertir comportamientos
de tipo autista en ambos sexos. Ademas, este tratamiento reduce el nimero de microglia en la
corteza cerebral de animales en ambos sexos del modelo genético y parcialmente en hembras
del modelo ambiental. Finalmente, la administracion de CBDAp Unicamente revierte los
comportamientos de tipo autista en machos. Sin embargo, no es capaz de disminuir el nimero
de células microgliales en la corteza cerebral de ninguno de los dos sexos.

A pesar de que los resultados de esta tesis son sumamente prometedores, es imperativo
incrementar el tamafo de la muestra en varios de los experimentos realizados para garantizar la
robustez de los resultados obtenidos.

Es importante destacar que, en ninguno de los modelos ni sexos, el tratamiento administrado
afectd de ninguna manera ningun comportamiento que no estuviese alterado previamente, por lo
que la administracion de los distintos tratamientos no estaria generando efectos secundarios
dentro de los comportamientos evaluados.

Finalmente, en el contexto de este estudio, el tratamiento comenzdé a administrarse en la
adolescencia tardia de los animales, ya que el objetivo era analizar su efecto en el caso de
diagnoésticos tempranos. Sin embargo, en los ultimos afos se ha observado un aumento muy
significativo de diagndsticos tardios, realizados en la edad adulta, especialmente en
mujeres' '8! Por esta razon, seria interesante evaluar la eficacia de estos tratamientos
comenzando en la edad adulta, y evaluar su eficacia cuando la administracién comienza
significativamente después del cierre de las ventanas sensibles observadas en el periodo
perinatal y la adolescencia.

Si bien son necesarios ensayos clinicos para validar la eficacia y seguridad de los tratamientos
basados en cannabinoides en humanos, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren nuevas
moléculas para el desarrollo de terapias novedosas para personas con trastornos del espectro
autista.
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