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Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA) comprende un complejo de alteraciones neurales del desarrollo, manifestadas de
manera heterogénea pero destacando caracteristicas constantes de anormalidades neuroanatomicas y funcionales en la
estructura cerebelar. En este contexto se cuenta con amplia evidencia de que el sistema endocanabinoide desempefia un
importante papel para la regulacion de la neurotransmision y transduccion de sefales tanto excitatorias como
inhibitorias en el cerebelo, las cuales se encuentran afectadas en el TEA. En humanos con autismo, las intervenciones
terapéuticas con estimulacion musical han dado resultados exitosos para reestablecer diferentes conductas propias del
trastorno; sin embargo, el estudio a nivel neural, especificamente en el cerebelo alin es limitado. Este trabajo
implemento la estimulacion musical en un modelo animal de autismo inducido después del nacimiento; se expuso a ratas
Wistar con autismo inducido a musica clasica para piano del compositor W.A. Mozart desde el dia pl al p30 y se evalud
la densidad de los receptores a canabinoides tipo | (CBI) en la corteza del floculo cerebelar. Los analisis
inmunohistoquimicos en la corteza cerebelosa revelaron que sujetos de ambos sexos que recibieron estimulacion
musical, presentaron mayor densidad en los receptores CBI. En las ratas macho se encontré una mayor densidad para
las capas molecular y granular, mientras que en las hembras sélo se detectaron en la capa granular. Concluimos que la
musica tuvo un impacto en el sistema de sefalizacion celular regulado por canabinoides en la corteza del fléculo
cerebelar de ratas con autismo inducido, en donde se mostré un aumento en la densidad de receptores CBI.
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Abstract

The autistic spectrum disorder (ASD) comprises a complex of neural alterations of development that are expressed in a
heterogeneous manner, highlighting constant features of neuroanatomic and functional abnormalities in the cerebellar
structure. In this context, there is wide evidence that the endocannabinoid system plays an important role in the
regulation of neurotransmission and transduction of both excitatory and inhibitory signals in the cerebellum, which are
affected in ASD. In humans with autism, therapeutic interventions with musical stimulation have given successful results
to reestablish different behaviors characteristic of the disorder; however, at the neural level and specifically in the
cerebellum studies are still limited. In this work, musical stimulation was implemented in an animal model of induced
autism after birth. Wistar rats with induced autism were exposed to classical piano music by composer W.A. Mozart
from day pl to p30 and the density of cannabinoid receptors | (CBI) in the cortex of the cerebellar flocculus was
evaluated. Immunohistochemical analyzes in the cerebellar cortex revealed that subjects of both sexes who received
musical stimulation presented higher density in CBI receptors. In male rats a higher density was found for the molecular
and granular layers, whereas in females they were only detected in the granular layer. We concluded that music had an
impact at the cellular signaling regulated by cannabinoids in rats with induced autism on the flocculus cerebellar cortex,
where there were an increase on CBI receptors.
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l. Introduccion

Los Trastornos del Espectro Autista (TEA) inician
en la infancia temprana y permanecen a lo largo de
la vida. Se presentan en distintos grados de
severidad, por ello el término “espectro”, ya que
involucra a una gama de diferentes sintomas y
deficiencias, lo que implica una gran
heterogeneidad de manifestaciones conductuales.
Su diagnéstico clinico se basa en la evaluacion de la
conducta y su etiologia responde a factores
genéticos o epigenéticos. No obstante, existen
tres deficiencias centrales que son: interaccion
social disminuida, déficits de comunicacion y
conductas o intereses repetitivos..-2

Entre la gama de alteraciones neurales en el
autismo, las vias sensoriales se ven fuertemente
impactadas; dentro de ellas la hipersensibilidad de
la via auditiva es la reportada con mas frecuencia
en la mayoria de los casos3Z Los mecanismos
propuestos sobre los déficits auditivos que
presentan las personas con TEA van desde dafio
estructural o funcional en estructuras periféricas
(oido medio o interno) y vias neurales (nervio
auditivo), hasta estructuras centrales (como tallo
cerebral y dreas corticales)? en ellas se han
descrito alteraciones de procesamiento auditivo
atipico como hiper o hipo reactividad hacia las
senales auditivas. Sin embargo, se desconocen
todas las rutas neurales especificas para estas
alteraciones.

En el estudio del TEA se reportan diferentes
anormalidades  neuroanatomicas que  han
conducido a una mayor comprension sobre los
factores genéticos y celulares implicados. Entre las
areas reportadas, tanto en datos clinicos humanos
como en modelos animales de TEA, la patogénesis
en el cerebelo aparece implicada de manera
constante, mostrando que defectos en el cerebelo,
lesiones 'y  manipulaciones  genéticas o
farmacologicas, promueven el fenotipo autista.8?
Aunado a ello, las caracteristicas centrales de los
trastornos autistas son funciones en las que la
intervencion  del cerebelo ha sido bien
descrita8loll

Integrando las alteraciones auditivas en los TEA
y la importancia de la estructura cerebelar como
una estructura primordial para comprender dichos
trastornos, se dispone de evidencia sobre la
organizacion del area auditiva en el cerebelo con
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estudios realizados en gatos desde 1944, donde se
observo que esta estructura recibia informacion
auditiva, tactil y visual.l2 Posteriormente, diversos
autores que hicieron trabajos en animales,
describen que el area auditiva cerebelar se localiza
en los lobulos IX 'y X, y para la mayoria se localiza
en los lébulos VI, Vil 'y estructura del floculo.'2
La estructura flocular (floculo y parafloculo) es un
compartimento que forma parte del cerebelo y
que ejerce funciones sobre el aprendizaje y el
control motor.l213 Recibe senales de diferentes
areas del cerebro involucradas en dindmicas de
movimiento ocular y de la corteza auditiva recibe
informacion través de las fibras musgosas;213
donde al igual que en el resto de la corteza
cerebelar, las senales convergen en las células de
Purkinje. También se sabe que recibe informacion
a través de las fibras trepadoras que se originan en
la oliva inferior.l3 Respecto a su participacion en
senales auditivas, hay trabajos que evidencian que
la estimulacion eléctrica de la corteza auditiva es
capaz de evocar respuestas en el Iobulo
paraflocular, demostrando asi que el parafloculo es
un importante blanco integrador para la
informacion de la corteza auditiva.!4

Para el estudio de los trastornos del espectro
autista actualmente existe una variedad de
modelos animales que permiten examinar
alteraciones genéticas, cerebrales y de conducta
que asemejan el fenotipo autista, incluyendo los
sintomas centrales de los TEA en humanos.!4I5
Uno de ellos, es el uso del valproato administrado
postnatalmente en roedores, el cual emula el
efecto de este teratdogeno durante el tercer
trimestre de embarazo y meses posteriores,
alterando de manera particular los patrones de
desarrollo cerebral y poniendo de manifiesto
conductas propias del espectro autista4lé La
administracién postnatal de valproato impacta un
periodo sensible del desarrollo cerebelar, durante
el cual su organizacion y proliferacion neuronal se
encuentran ya completas, pero la diferenciacion,
mielinizacion, sinaptogénesis y génesis de la glia aln
contintian.lé Como teratdgeno, afecta la estructura
neuronal, la correcta arborizacion y la poda
dendritica, impidiendo asi una sinaptogénesis y
funcion neuronal apropiada, que se reflejan en la
alteracion de funciones motoras y sensoriales.! 416
En este escenario los roedores expuestos al
valproato, presentan respuestas atipicas a la
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estimulacion sensorial, las cuales abarcan desde la
hipo, a la hiper sensibilidad, y se ha encontrado que
para ambos sexos la disfuncion de conductas
motoras y sensitivas esta presente en mas del 70%
de los individuos, aunado a conductas ansiosas e
interaccion social disminuida4é Dentro de las
alteraciones morfologicas en el cerebelo
observadas con este modelo, se encuentran la
reduccion de los hemisferios cerebelares,
disminucion del nimero de células de Purkinje,
desarrollo anormal en las capas de la corteza
cerebelar (procesos de  migracion vy
sinaptogénesis) y el aumento de muerte celular.lé

Dentro de la gama de afectaciones en los TEA,
también se reportan alteraciones en diversos
sistemas de neurotransmision, dentro de ellos: el
sistema endocanabinoide, que desempeiia un papel
central en una amplia variedad de procesos
fisiologicos y conductuales!Z? y que para el
fenotipo autista se ha relacionado con el control
de respuestas emocionales, sensibilidad hacia el
contexto e interaccion social.%20 E| sistema
endocanabinoide comprende dos receptores
principales acoplados a proteinas G que son CBI y
CB2, de los cuales el receptor CBI se encuentra
principalmente en el sistema nervioso central
(SNC) y el CB2 en sistema inmune. En el cerebelo
los receptores CBI se encuentran localizados en
las terminales presindpticas tanto de neuronas
glutamatérgicas como GABAérgicas lo que les
permite suprimir tanto la neurotransmision
excitatoria  como  inhibitoria.l222  Ambos
mecanismos tienen en comin que |
despolarizacién pre-sinaptica induce un aumento
de calcio en la neurona postsinaptica y activa la
sintesis de endocanabinoides que son liberados
desde la neurona despolarizada de Purkinje.2!-23

En relacién al autismo, son pocos los estudios
que exploran el sistema endocanabinoide en un
modelo animal. Un antecedente directo de esta
exploracion que utilizdé valproato prenatalmente
en ratas juveniles (PN 33-40) encontré disminuida
la expresion de mRNA para la enzima diacilglicerol
(DAGL), quien sintetiza uno de los principales
ligandos (2-araquidonilglicerol) para los receptores
canabinoides. Esto conduijo a los autores a concluir
que existe una afectacion en la homeostasis del
sistema endocanabinoide en el autismo.12

Cambiando el enfoque, ahora hacia las
alternativas de intervencion terapéutica en
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humanos, éstas se dirigen a atender el
restablecimiento de habilidades comunicativas,
sociales y conductuales. Entre éstas, se encuentra
la estimulacion musical, la cual cuenta con un
amplio rango de técnicas sistematizadas y definidas
que proveen un marco aplicable para el trabajo
terapéutico en esta  poblacion2%  Las
investigaciones en  humanos muestran |a
preferencia de los sujetos con TEA por estimulos
musicales en comparacion con estimulos
verbales,2¢ concluyendo que probablemente la
estructura regular de la musica puede proveer una
especie de andamiaje para la organizacion de
entradas de informacion sensorial, y que |a
habilidad para detectar pequefios cambios tonales
permanece conservada lo que se relaciona con la
memoria tonal, el procesamiento métrico y
armonico, asi como con el procesamiento de
fonemas nativos.2Z Ademas, se ha observado el
favorecimiento del desarrollo de conducta social,
de cooperacion y de contacto visual.Z

Las investigaciones en animales muestran que la
exposicion a algunas composiciones de Mozart
(sonata para dos pianos K448) tiene efectos
optimos en la conducta22 Dentro de los
hallazgos reportados, animales con la estimulacién
de esta obra eran mas rapidos y cometian menos
errores en las pruebas realizadas en un laberinto
multiple en T, en comparacion a los animales
controles. En otro estudio, después de producir
una lesion para afectar la memoria, y utilizando
otras sonatas de Mozart (K280 F, K282 E, K283
G), se observo un efecto neuroprotector a largo
plazo contra déficits de memoria espacial, lo que
sugiere que la musica estimula el procesamiento de
la informacion espacial asi como mecanismos de
excitacion emocional 2

Con los antecedentes expuestos y a pesar de
la serie de investigaciones que a la fecha se han
desarrollado en relacién con la musica y los
trastornos del espectro autista, se carece ain de
algin estudio que analice el impacto de la
estimulacion  musical sobre los receptores
endocanabinoides CBI en ratas con autismo
inducido. Por ello este trabajo se convierte en un
antecedente de gran valor para complementar la
comprension entre el sistema endocanabioide y
los trastornos del espectro autista en un area del
cerebelo no estudiada en este escenario.
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2. Materiales y métodos
2.1. Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, de la colonia
del Centro de Investigaciones Cerebrales de la
Universidad Veracruzana, mantenidas en un ciclo
invertido de luz-oscuridad de 12:12 hrs, puestas
en cruza durante |2 dias. Posteriormente se
alojaron individualmente en cajas de acrilico
transparente con comida y agua ad libitum.
Después del nacimiento, las crias permanecieron
junto con su madre, hasta que alcanzaron la edad
postnatal de 21 dias, fecha en la que se realizé el
destete. Los protocolos experimentales se
realizaron bajo los estaindares de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) y las
Politicas para el Uso de Animales en Ia
Investigacion en Neurociencias de la Society for
Neuroscience.

La poblacion total de ratas usada fue de 48
animales, divididos en cuatro grupos para cada
sexo. Cada grupo se conformé por 6 animales. El
grupo Control Sin Musica (CSM) se formé con
ratas de 30 dias de edad que no recibieron
estimulacion musical. El grupo Control con
Musica (CCM) con ratas de 30 dias de edad que
recibieron estimulacion musical. El de Valproico
Sin Musica (VSM) con ratas de 30 dias de edad,
tratadas postnatalmente con valproato que no
recibieron estimulacion musical. Y el Valpréico
con Musica (VCM) con ratas de 30 dias de edad
tratadas postnatalmente con valproato y que
recibieron estimulacion musical.

2.2. Administracién de valproato

Todos los grupos recibieron una unica inyeccion
al dia P10. Al grupo VSM y VCM se administro
una dosis de 400 mg/kg de sal de valproato de
sodio (Sigma-Aldrich, 1069-66-5), disuelta en
solucion salina 0.9%, 0.1M, pH=7.4, en volumen
de | ml, por inyeccién subcutanea (aguja calibre
27Gx |3mm). Esta dosis ya ha sido referenciada
como modelo de autismo ocasionando
disfunciones de  comportamiento  social,
acompanado de caracteristicas de ansiedad.2
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Para el grupo CSM y CCM se aplicd una
inyeccion de solucion salina estéril de 0.Iml de
manera subcutianea con aguja del mismo calibre.

2.3. Estimulacion Musical

Se inicio la estimulacion musical desde el dia P1 al
P30. Los animales fueron estimulados una hora
diaria de manera grupal en su caja de acrilico en
el 2° tercio de su ciclo de actividad. No fueron
aislados de su madre para recibir dicha
estimulacion en primeros 2| dias. Las obras
musicales utilizadas fueron: sonatas para piano,
K280 F, K282 E, K283 G y sonata para dos
pianos K448 ler Mov. de W. A. Mozart. La
musica fue emitida a una intensidad de 70 dB con
las sonatas reproducidas de forma aleatoria
mediante una bocina externa operada por
bluetooth.

2.4. Anestesia y extraccion de tejido

Finalizada la fase de estimulacion, se le administro
al sujeto una sobredosis de anestesia con
pentobarbital sédico (Cheminova de México S.A
de C.V) por via intraperitoneal en una dosis de
120mg/kg, se esperd hasta que se encontrara
inconsciente, verificando que no mostrara reflejos
de puncion y podal. Encontrandose en este
estado se procedié a la perfusion con solucién
salina al 09% y posteriormente con
paraformaldehido al 4% para la fijacién del tejido.
Terminada la perfusion se decapito al animal y se
extrajo el cerebelo transfiriéndolo a una solucion
de paraformaldehido al 4% por 72 horas a una
temperatura de 4°C y luego a una solucion de
sacarosa al 30% durante 72 horas a una
temperatura de 4°C. Terminado el tiempo de
inmersion en la solucion de sacarosa se procedié
a realizar los cortes del floculo cerebelar
(entiéndase, del complejo flocular: floculo y
parafléculo) de manera sagital a 40 micras en un
criostato Leica CM 1850 a una temperatura de -
24°C. Ver figura |.
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Figura |. La imagen muestra el fléculo cerebelar de una rata. La flecha indica el area donde se realizaron los

cortes de manera sagital.
2.5. Inmunohistoquimica peroxidativa

Mediante esta técnica se detectaron los
receptores CBI presentes en las terminales
axonicas de las neuronas, lo cuales se
muestran como partes obscurecidas en el
tejido.

Para cada animal se tomaron 10 cortes y
fueron almacenados en una solucion
crioprotectora, se lavaron entre 6 y 8 veces
durante 5 minutos por lavado, en una
solucion de buffer fosfato salino (PBS) 0.1
molar, y durante 10 minutos en una solucion
de buffer fostato y Triton al 0.1% (PB-T).
Posterior a ello se procedié a eliminar la
peroxidasa enddgena en una solucion de 10
mililitros de PBS mas 180 pl de perdxido de
hidrogeno al 30%, durante |0 minutos en
agitacion constante a temperatura ambiente.
Al terminar se hicieron 4 lavados por 5
minutos cada uno, en una solucién de PB-T
0.1%. Se hizo un prebloqueo en 30 pl de
suero de burro por cada 1000 pl necesarios,
en una solucién de PBT al 0.3% durante 30
minutos. Finalizado el tiempo, se anadio el
anticuerpo primario hecho en cabra CBI
(N15): SC-10068 (Santacruz Biotecnology,
Inc.), a una dilucion de 1:200, dejandolo
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incubar durante 48 horas. Finalizado el
tiempo de incubacién se hicieron 5 lavados
de 5 minutos cada uno, en una solucion de
PB-T 0.1%. Terminados los lavados se
procedié a la incubacion del anticuerpo
secundario, hecho en burro contra cabra
IgG-B: sc-2042 (Santacruz Biotecnology, Inc.),
a una dilucién de 1:400 en una solucion de
PBT al 0.3% durante 2 horas en agitacién
constante a  temperatura  ambiente.
Terminado el tiempo de incubacion se
hicieron 4 lavados durante 5 minutos cada
uno, en una solucidn de PB-T 0.1%. Al
terminar estos lavados se aplicéd el complejo
abidina-biotina, Vectastain ABC Kit (Vector
Laboratories) en una solucion de PB 0.1
molar en una dilucién 1:250, y se dejé
incubar durante 90 minutos. El complejo
abidina-biotina se prepar6é 30 minutos antes
de su utilizacién. Concluida la incubacion se
hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno en
una solucion de PB-T 0.1% y un lavado de 10
minutos en una solucién de PBS 0.] molar.
Para el revelado se agregaron 3 gotas de
diaminobenzidina, 2 gotas de niquel y 2 gotas
de H202 en 10 mililitros de PBS 0.1 molar.
Finalizado el revelado se montaron los cortes
en portaobjetos gelatinizados dejandolos
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secar a temperatura ambiente por 2 dias,
tras los cuales se realizaron bahos de |
minuto en etanol a diferentes
concentraciones, empezando por uno al 70%,
seguido de otro al 90% y la dltimo al 100%.
Se dejaron secar por 30 minutos, se aplico
Permount (Fisher Scientific) y para concluir
se puso el cubreobjetos.

Se utilizé un control de reactivo primario,
empleando el procedimiento anteriormente
descrito exceptuando la agregacion del
anticuerpo primario CBIl (N15): SC-10068
(Santacruz Biotecnology, Inc.).

2.6. Procesamiento y manejo de datos

Todas las imagenes digitales se obtuvieron
utilizando un microscopio Leica DME, con el
objetivo de 10X. Capturadas las imagenes se
transformaron a escala de grises en un
formato de 8 bits (8 bits por pixel), en donde
se consider6 que regiones mas obscuras
representan mayor densidad de receptores;
la densidad se refiere al nimero de colores
diferentes que puede contener cada uno de
los puntos o pixeles en los 8 bits. Para medir
la densidad de los receptores a CBI se
utilizé el programa Image-] version 1.4.3.67.
La densidad se evalué para cada una de las
capas que conforman la corteza del fléculo
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(molecular, Purkinje y granular)
seleccionando un area de 100 x 55um en
cada capa.

Para el analisis de estadistico de datos y
graficas, se utilizé el programa Prism 7.0
(Graph Pad). La normalidad fue evaluada
utilizando el test de Shapiro-Wilk. Se utilizd
la prueba Kruskal-Wallis (KW) para evaluar
la diferencia en las medianas de las
poblaciones y como prueba post hoc el test
de Dunn. El nivel de significacion fue en o <
.05.

3. Resultados

En las hembras los resultados muestran que
el grupo valproico con estimulacién musical
(VCM) mostr6 mayor densidad de
receptores CBl en la capa granular,
comparado con el grupo valpréico sin
estimulacion musical (VSM), ver figura 2. En
los machos los resultados muestran mayor
densidad para el grupo VCM comparado con
el grupo VSM en la capa molecular. En este
sexo, entre los grupos CSM (control sin
estimulacion musical) y VCM de las tres
capas cerebelares, el grupo VCM mostré
mayor densidad. Ver figura 3.
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Figura 2. La imagen muestra los receptores CBI en las tres capas de la corteza del fléculo cerebelar de los
grupos de ratas hembra: CSM= control sin musica; VSM= Valproico sin musica; CCM= control con musica;
VCM= valproico sin musica. La intensidad del color se asocia a una mayor densidad de receptores. La flecha
indica la capa y el grupo entre los que se encontraron diferencias significativas. Con asterisco se indican las
diferencias significativas p< 0.05. La barra de calibracién representa 50um.
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Figura 3. La imagen muestra los receptores CBI en las tres capas de la corteza del fléculo cerebelar de los
grupos de ratas macho: CSM= control sin musica; VSM= Valproico sin muasica; CCM= control con musica;
VCM-= valproico sin musica. La intensidad del color se asocia a una mayor densidad de receptores. La flecha
indica la capa y el grupo entre los que se encontraron diferencias significativas. Con asterisco se indican las
diferencias significativas p<0.05. La barra de calibracién representa 50pm.
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3.1. Capa Molecular
3.1.1. Hembras

No se observaron diferencias significativas
entre ninguno de los grupos. Ver figura 4.

3.1.2. Machos

Entre los grupos control (C) y valpréico (V)
sin estimulaciéon musical no se obtuvieron
diferencias significativas. Mismo caso entre
los grupos C y V con estimulacion musical
(CM). Entre los grupos valpréicos sin
estimulacion musical (SM) y con estimulacion
musical (CM) se registr6 una diferencia
significativa, KW= 10.38, (4); p<0.0478
mostrando mayor densidad de receptores a
canabinoides en el grupo VCM. Para los
grupos controles SM y CM no se observaron
diferencias. Entre los grupos CSM y VCM se
registré una diferencia significativa indicando
mayor densidad de receptores para el grupo
VCM, KW= 10.38, (4); p<0.0330. Ver figura
5.

3.2. Capa de Purkinje
3.2.1. Hembras

No se observaron diferencias significativas
entre ninguno de los grupos. Ver figura 4.

3.2.2. Machos

No se registraron diferencias significativas
entre los grupos control (C) y valpréico (V)

Monje Reyna et al.,

sin estimulacion musical (SM), C y V con
estimulacion musical (CM), grupos valproicos
SM y CM, ni entre los grupos controles SM y
CM. Entre los grupos CSM y VCM se
registré una diferencia significativa indicando
mayor densidad de receptores para el grupo
VCM, KW= 10.13, (4); p<0.0478. Ver figura
5.

3.3. Capa Granular
3.3.1. Hembras

No se registraron diferencias significativas
entre los grupos C y V, sin estimulacion
musical (SM) ni entre los grupos C y V con
estimulacion musical (CM). Entre los grupos
valproicos SM y CM se registré una
diferencia significativa indicando  mayor
densidad de receptores para el grupo VCM,
KW= 9.54, (4); p<0.0291 No hubo
diferencias entre los grupos controles. Ver
figura 4.

3.3.2. Machos

No se registraron diferencias significativas
entre los grupos C y V sin estimulacion
musical (SM), Cy V con estimulacién musical
(CM), grupos valpréicos SM y CM, ni entre
los grupos controles SM y CM. Entre los
grupos CSM y VCM se registro una
diferencia  significativa indicando  mayor
densidad de receptores para el grupo VCM,
KW= 11.2, (4); p<0.0115. Ver figura 5.
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Figura 4. Las graficas muestran la densidad de receptores CBI en las tres capas de la corteza cerebelar para
en el grupo de hembras: CSM= control sin musica; CCM= control con musica; VSM= Valproico sin musica;
VCM= valproico con mdusica. Se muestra la mediana +/- el rango el intercuartil. El eje de las ordenadas
muestra una escala de medidas arbitrarias sobre la densidad a receptores a CBI, donde valores cercanos a 0
representa el negro absoluto y 30 blanco absoluto. Se considera mayor densidad de receptores con los
valores aproximados al color negro. Con asterisco se indican las diferencias significativas p< 0.05.

Machos

304

20+

Densidad de Receptores CB1
(medidas arbitrarias)

0 . : . : . : . $ - . . .
c \% (o ' c \% ( ' c \"% (& \%
(SM) (SM™) (CM) (CM)  (SM) (SM) (CM) (CM) (SM) (SM) (cm) (CM)
Capa Molecular Capa Purkinje Capa Granular

Figura 5. Las graficas muestran la densidad de receptores CBI en las tres capas de la corteza cerebelar para
en el grupo de machos: CSM= control sin musica; CCM= control con musica; VSM= Valproico sin musica;
VCM= valproico con musica. Se muestra la mediana +/- el rango el intercuartil. El eje de las ordenadas
muestra una escala de medidas arbitrarias sobre la densidad a receptores a CBI, donde valores cercanos a 0
representa el negro absoluto y 30 blanco absoluto. Se considera mayor densidad de receptores con los
valores aproximados al color negro. Con asterisco se indican las diferencias significativas p< 0.05.

4. Discusion recibieron la dosis de valproato, presentaron
una mayor densidad de receptores a
canabinoides (CBIl) cuando recibieron
estimulacion musical. En el caso de las
hembras se observdé mayor densidad en la
capa granular y, en los machos mayor
densidad para las capas molecular y granular.

El presente estudio fue disenado para evaluar
el efecto de la estimulacion musical sobre los
receptores canabinoides CBI, y tras los
andlisis inmunohistoquimicos realizados en la
corteza del floculo cerebelar se revelé que,
para ambos sexos, los animales que
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Aunado a esto, el hecho de que no se hayan
encontrado diferencias entre los grupos
controles, concuerda con los antecedentes
sobre la alteracion en las vias sensoriales que
padecen los individuos con TEA, ya que sélo
en el grupo valproico se registraron las
diferencias  significativas. = Una  posible
explicacion es que la musica, haya funcionado
como un patrén de actividad neural que, tras
la exposicion repetitiva a este estimulo
después de 30 dias, haya inducido a una
mayor activacion de receptores CBI
(evidenciado en el andlisis densitométrico);
pues se conoce que ciertos patrones de
actividad neural generan depresion sinaptica
de corto plazo dependiente de canabinoides,
los cuales involucran la activaciéon de
receptores,3l asi mismo, que ciertos
patrones de actividad neural involucran
periodos breves de activacion sinaptica
repetitiva.3l32 Por otra parte para entender
el incremento en la densidad de receptores
CBI con la estimulacion musical, en las capas
molecular y granular, se debe considerar que
el sistema canabinoide puede actuar como
neuromodulador en diferentes sistemas, por
su interaccion con otros receptores,
neurotransmisores o vias de sefalizacion,3! y
este fenomeno se ha descrito tanto en
sinapsis excitatorias glutamatérgicas, como
inhibitorias GABAérgicas. En las sinapsis
excitatorias se ha reportado como
homosinaptica, es decir por actividad de las
neuronas presinaptica y postsinaptica, y en
sinapsis GABAérgicas como heterosinapticas,
es decir en las sinapsis que estan inactivas, y
el debilitamiento de la sinapsis ocurre por
otras neuronas que estan modulando la
sinapsis y no por la actividad de las neuronas
presinaptica y postsinaptica.3? Asi, la musica
con una funcién de estimulaciones aferentes
pudo haber promovido la plasticidad
dependiente de canabinoides de corto plazo
(eSTD), conduciendo a la activacion de
distintas sinapsis en cerebelo.3233 Como se
mostré en los resultados, las diferencias
aparecen tanto en la capa molecular, donde
se produce neurotransmisién inhibitoria,
como en la capa granular, donde se produce
neurotransmisién excitatoria. La capa de
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Purkinje no presenta receptores para CBI.33
ya que los receptores no estan presentes en
los cuerpos neuronales sino en las terminales
axonicas,3? no obstante la diferencia que se
observa en el grupo de machos se considera
que es el marcaje de los receptores
alrededor de los cuerpos neuronales. Es
importante tener en cuenta que la técnica
utilizada en este trabajo, no concreta sobre
la funcionalidad de receptores (activos
/inactivos), solo nos permite detectarlos.

Los hallazgos encontrados en otras
investigaciones donde se expuso roedores a
musica nos dan base para explicar la mayor
densidad de receptores CBI que
encontramos en este trabajo; éstos, reportan
que la muasica modula el desarrollo cerebral y
neuroplasticidad por un incremento de los
niveles de receptor NMDA en la corteza
auditiva, asi como de receptores AMPA y
GIuR2 en corteza auditiva y giro cingulado.34
Por otros trabajos, se conoce que en las
sinapsis glutamatérgicas la activacion de los
receptores NMDA y mGIuRs son
mecanismos dependientes de canabinoides;3!
y que la biosintesis de los endocanabinoides
es contingente con la ocupacion de los

receptores NMDA;333536  |os trabajos
mencionados prueban que la mdusica
incrementa los niveles de receptores

ionotropicos y metabotrépicos de glutamato
(AMPA, NMDA y mGluRs), y esto nos
proporciona elementos para explicar que, es
posible que en la capa granular del cerebelo
donde se ubican células de neurotransmision
glutamatérgica, la musica, haya estimulado
receptores de este tipo, los cuales
favorecieron la  mayor densidad de
receptores CBI, encontrados en ambos
sexos. Aunado a esto, las células
glutamatérgicas de la capa granular, dentro
de sus mecanismos de sefalizacion requieren
de las proteinas G, y la intervencion de las
enzimas fosfolipasa C (PLC) y diacilglicerol
lipasa (DAG) y tanto las proteinas G, como
la PLC y DAG participan en la formacion de
canabinoides y han sido bien descritas como
enzimas precursoras para sintetizar de
canabinoides.3?
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Por otra parte, trabajos tanto en animales
como en humanos,384l muestran que en los
TEA su manifestacion y severidad es
dependiente del sexo,%2 manifestandose con
menor deterioro y mejor respuesta a
intervenciones terapéduticas, en individuos del
sexo femenino.2243 Asi mismo, se considera
que se requieren de mas factores de riesgo
tanto ambientales como genéticos para
desarrollar autismo en ninas.#243 A la fecha,
no se ha determinado el mecanismo de
riesgo o proteccion que difiere en ambos
sexos, sin embargo varios estudios sugieren
que hormonas como la testosterona, puede
modular la variacion del efecto genético en la
presentacion del fenotipo autista e incluso, se
debate a estas fechas si el sexo femenino
presenta un fenotipo autista diferente al
masculino.4243 Hasta el momento la evidencia
en animales y humanos, muestra que cuando
los circuitos neurales se ven alterados, la
diferencia de sexo incide en la habilidad para
la  recuperacion de los mecanismos
afectados,#04243 con lo cual nuestro trabajo
concuerda y evidencia las diferencias
mencionadas, ya que la corteza cerebelar de
ambos sexos respondid a la estimulacion
musical, aunque no de manera similar.

Tras la discusion anterior, proponemos
un posible mecanismo para explicar el
incremento en la densidad de receptores
CBl en el grupo autista que recibid
estimulacion musical: la exposicion repetitiva
a la estimulacion musical ocasioné una
activacion sinaptica prolongada que estimulo
un aumento sostenido en la produccion y
activacion de receptores glutamérgicos en la
capa granular de la corteza cerebelosa, lo
que a su vez estimulé la sintesis prolongada
de canabinoides; la accién prolongada de los
receptores CBI pudo ocasionar la inhibicion
de la liberacion de neurotransmisores en la
capa molecular de la corteza cerebelosa,
ocasionando el incremento observado.

El sistema endocanabinoide desempena un
papel central en una amplia variedad de
procesos fisiolégicos y conductuales en
condiciones normales, y en relacion a los
TEA sus alteraciones intervienen en el
control de respuestas emocionales y
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sensibilidad hacia el contexto e interaccion
social,#4> por lo cual, considerando futuros
trabajos se considera convenientes realizar
una evaluacion de tareas conductuales para
entender la implicacion de los receptores
CBI. Asi mismo, para profundizar sobre las
diferencias entre sexos convendria realizar
una evaluacion densitométrica en un
momento anterior del desarrollo, como
PNIO que es donde se han encontrado
niveles pico de para la sintesis de hormonas
esteroideas en ambos sexos.38

5. Conclusiones

Concluimos que la musica tuvo un impacto
en el sistema de senalizacion celular regulado
por canabinoides en la corteza del fléculo
cerebelar de ratas con autismo inducido, en
donde se mostré un aumento en la densidad
de receptores CBI.
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