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Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA)un trastorno generalizado del
desarrollo con dos sintomas principales: déficit abenunicacion social y
comportamientos 0 intereses repetitivos. La expmsirenatal al acido
valproico (VPA) induce defectos en el tubo neuraldgterioro de los
comportamientos sociales, y el CPF provoca anomakarocomportamentales
después de, aparentemente, subtdxicas exposicienastales. Se llevé a cabo
un estudio con un total de 30 ratas macho wiststrilbliidas en tres grupos
distintos de 10 sujetos: GCPF (1 mg/kg), GVPA (A@fkg), y Grupo Control
(GC). La administracion de las dos sustancias eeardd a cabo por via
subcutédnea el dia GD12.5; siendo una Unica adma@oiSh para el GVPA y
cuatro GCPF (GD12.5-15.5). Se realizaron pruebasdwmduales como la
prueba de la actividad motora y la prueba de &Esdamaras (prueba para medir
la sociabilidad), con el objetivo de averiguar @gs$ distintos grupos tratados

muestran comportamientos similares acorde congderado en los TEA.

Palabras clave: Comportamientos sociales, el acido valproico, @itdos, la

actividad motora y la prueba de las tres camaras.

Abstract
Autistic Spectrum Disorder ( ASD) is a generalized
devel opnent al di sorder with t wo mai n synpt ons: soci al

comruni cation deficit and repetitive behaviors or interests.
Prenatal exposure to valproic acid (VPA) induces defects in the
neural tube and inpairnment of social behaviors, and CPF causes
neur obehavi oral abnornalities after subtoxic neonatal exposures.
This study was carried out with a total of 30 nmale Wstar rats
distributed in three different groups of 10 subjects: GCPF (1
nmg/ kg), GVPA (400 ng/kg), and control group (CG. A single
adm nistration for GVPA (GD12.5) and four GCPF (GD12.5-15.5).
Behavi oral tests were performed, such as the nmotor activity test
and the three-chanber test (test for sociability). In order to
find out if the different treated groups show similar behaviors

in agreement with the expected ones in the TEA.

Key words: Social behaviors, Valproic Acid, Chlorpyrifos, Mtor
Activity and Three Chanbers Test.



1. Introduccion

Los trastornos del espectro autistaAjT&on considerados un grupo de
desérdenes cuyo origen prenatal ocasionados pormatdades en el
establecimiento y funcionamiento de los circuiteunonales, que muestran
diversidad clinica y etiologica. Sus manifestaceomeds destacadas son los
déficits en la capacidad de interaccion social precia, principalmente con
deficiencias en la comunicacion verbal y no verliatereses anormales asi
como patrones de conducta repetitivos y restrist(@ravo Oro et al., 2012).

El psiquiatra suizo Bleuler fue el primero en a#li el término autismo en 1912
para denominar a pacientes diagnosticados conzedmgnia. Asi mismo, en

1943 Kanner y Asperger utilizaron el término paedirdr casos infantiles con

problemas en el desarrollo de la comunicaciéon (@xo et al., 2012)

El autismo comienza normalmente en PrBMeros meses de vida, los
cuales se consideran un momento crucial de la raadur de los circuitos
neuronales, y que afecta al desarrollo normal detbro en muchas de las
habilidades sociales y de comunicacion. Hay dalioscos, neuroanatdomicos,
bioquimicos, neurofisiolégicos, genéticos e inmadgalos que sugieren que el
autismo es un trastorno del neurodesarrollo conalera base neurobioldgica
(Garcia Pefias, Dominguez Carral, & Pereira Bezanl012). Asi pues, la
unién de todos estos aspectos neurobioldgicos rnaugske el autismo es la
ltima expresion de la alteracion de los circuitesironales involucrados en el
desarrollo y mantenimiento del nombrado ‘cerebroiad® que se considera
basico en el neurodesarrollo normal del nifio derdod primeros tres afios de
vida. Los ultimos hallazgos de la biologia neuronglial afirmaron una doble
regulacion entre el ‘circuito social’ y los factergenéticos y medioambientales
(Garcia Pefias, Dominguez Carral, & Pereira BezandD12). Ademas, las
funciones neurobiolégicas mas importantes paraélegs del cerebro autista
son la presencia de anomalias en la sinaptogéneds existencia del
desequilibrio entre los circuitos excitadores ebittores en un cerebro que esta

creciendo.

La proporcion de hombres y mujeres aatiseno es de 4 a 1 y existe una

diferencia significativa en las estimaciones d@revalencia de los TEA, que



van de 0,7 a 1,8 en 1.000 personas, pero las 8ltaomunicaciones sugieren
que hasta el 2,64% de los nifios de 7-12 afios ptaréa un TEA. Y la quinta
edicion delManual diagnosticy estadistico de los trastornos mentglespone
el uso de un fenotipo mas amplio ademas de algoawdbios en los criterios
diagnésticos (Diaz Anzaldua, & Diaz Martinez, 2017)

Estudios hechos con ratas sobre elitdéicneuropéptidos proponen que
los neuropéptidos que se relacionan estructurabmeah la oxitocina y la
vasopresina, quizas desempefian un papel impogargeprocesamiento de las
sefales sociales y la formacidon de los enlaceslsscen los seres humanos y
ratas. Sustancias que dan lugar a probables maddites epigenéticas como
por ejemplo el acido valproico y el clorpirifos gtanbién generan modelos de
autismo.

El acido valproico (VPA) es un medicamoeque se utiliza para tratar o
prevenir la epilepsia, la migrafia y el trastornpolar (Kim et al., 2011), y
exponerse a este medicamento durante un periodmbarazo especifico causa
varias anomalias en el feto, incluyendo las malémiones esqueléticas y
trastornos del comportamiento, asi mismo el acalproico se relaciona con el
defecto de cerrar el tubo neural durante el procksaesarrollo neuroldgico
(Kim et al., 2011). La exposicién al valproato citeael embarazo se propuso
como un modelo animal util del autismo, ya que etkdoro cognitivo en los
reciéen nacidos se observa al tomar valproato derait embarazo. La
organizaciéon estructural y funcional del cerebmgusi de manera estricta los
ordenes del desarrollo, y esta claro que el momentaue este dltimo se
desequilibra, afectara al resultado final, comogyemplo alterar la interaccion
social y aumentar la actividad convulsiva tal y cose observa en pacientes con
autismo. Ademas hay que tener en cuenta querasterho es producido por
defectos en las funciones cerebrales ejecutivasrignps. No obstante, adn no
esta del todo claro qué periodo exactamente desEx@o al valproato es
decisivo para provocar comportamientos semejahggiamo.

El Clorpirifos es un insecticida orgav&fbrado compuesto por residuos
que se asocian con una disminucion en los nivelda Hormona Tiroxina y con
un aumento en los niveles del Estradiol en ovéjaemas, se ha relacionado
con bajo peso a la hora de nacer y con menor d¢eremcia craneal en nifios

gue sus madres estuvieron expuestas de forma alabitpesticida. Asi mismo,



el Clorpirifos provoca anomalias neurocomportanieatdespuées de supuestas
exposiciones neonatales subtdxicas, ya que el reergmaduro es muy
susceptible a las alteraciones provocadas por Té&endo en cuenta que los
efectos toxicos del CPF suponen hiperestimulacobinérgica consecuente a la
inhibicion de la acetilcolinesterasa, los efectesfavorables sobre el desarrollo
del cerebro abarcan una mezcla de mecanismos cjderiren la proliferacion y
diferenciacion de las células neurales, la axonegjéry la sinaptogénesis y la
funcidn sinaptica (Icenogle et al., 2004). Estadiecientes, realizados sobre los
marcadores neuroquimicos y los resultados de cdempm@nto después de la
exposicion al CPF en dias de gestacion (17-20)i&n postnatal (1-4) o en un
periodo neonatal tardio (11 - 14), y se encontrgraimones de alteraciones
parcialmente similares, por ejemplo, la aparici@ dgficits en la funcion
sinaptica, asociada con alteraciones locomotocagygitivas.

En el presente estudio, se realizaron pruebas chjgiivo es averiguar si los
distintos grupos tratados con el acido valproic®AY y el Clorpirifos (CPF),
muestran comportamientos similares acorde congerado en los TEA.

Por otra parte, las teorias explicatipsee hay sobre el autismo
caracterizan a los nifilos autistas por una graa thtinterés en las relaciones
sociales. Asi que teniendo en cuenta que las satasina especie muy social, la
investigacion social muestra estudios, como pomgje, con congéneres
desconocidos, la anidacion comunal, dormir en ggulaoagresion dirigida hacia
intrusos, el acercamiento sexual y patrones de cdamiento de apareamiento,
el cuidado de las crias y el juego juvenil (Crawl2004). Asi pues, los
neurocientificos usan métodos de puntuacion estaadas para evaluar las
distintas maneras de interaccion social de las.rataa de las pruebas se basaba
en el disefio un aparato automatizado que detedanieeles bajos de
sociabilidad en las ratas, cuyos resultados saeejaa a los déficits observados
en la interaccion social de muchos casos con aoitism

Varios estudios confirman que las chg®ctadas con VPA en el 12,5°
dia de gestacion muestran anormalidades cerebrsdesejantes a las
encontradas en la autopsia y en el estudio de imedgeerebrales de pacientes
autistas (Olexova, Senko, Stefanik, Talatovh, & Krdkova, 2013), como por
ejemplo la disminucion del nUmero de neuronas rast@n el oculomotor, el

acortamiento de la region caudal al nucleo faditdj@afio pequefio del cerebelo



y un ndcleo interplanetario cerebeloso reducidoex®Va, Senko, Stefanik,
Talaroviova, & Krskova, 2013). Asi pues, nuestro estudaiuye la prueba de
la actividad locomotora, exploratoria y repetitivastereotipica, ya que, indices
bajos en la hiperactividad y la exploracion hanosdgscritas en pacientes

autistas.

Este articulo presenta los fundamen®wdad dos tareas realizadas: la
prueba de la actividad locomotora y la prueba ddrks camaras, con disefio y

descripcion de los métodos y resultados obtenidetaHla fecha.

2. Método

La investigacion realizada se llevo &ccaon ratas cuya raza es la
Wistar, 25 ratas embarazadas y se alejaron indilntente en sus jaulas de
plastico con agua y Purina Rat Chow disponibleibitum. El animalario se
mantuvo a 22°C y con un ciclo luz-oscuridad de (&curidad de 8 a.m. a 8
p.m). Se llevaron a cabo las inyecciones subcusaeedres dias a los 3 grupos
de ratas: | (GC), vehiculo; 1l (GCP), 1 mg/kg CRsudlto en dimetilsulfoxido
desde el GD9 hasta el GD12. Lo que hace un totdl ddministraciones; Il
(VPA), 400 mg/kg en una unica administracion disuen salino. Las ratas
parieron casi todas el mismo dia (232 crias), gi@l1 se identificd el sexo de
todas las crias y se sacrificaron un total de 28qll crias GC, 4 GCP, Y 8
VPA) para registrar 209 crias sujetos. Se estudiz@ocrias de cada camada, de
las cuales 5 eran hembras y 5 eran machos. Elotaetpeso de las ratas madre
y de las crias se llevd a cabo todos los dias,dgstdos experimentos se
realizaron en la fase de luz entre las 09:00 Y8a60. Finalmente, el proyecto
financiado (c6digo PS2014-55785-C2-1-R) y aprobaodioel Comité Local de
Bioética.

La prueba de la actividad locomotora

La actividad locomotora fue medida plosistema VersaMax (AccuScan
Instruments, Inc., Canada) (Lopez-Granero et @12 compuesto por ocho
cajas de Plexiglas transparentes que van equipadasun conjunto de
16x16x16 fotocelulas espaciadas 2,5 cm y a difesealturas dentro de la caja

(L6pez-Granero et al., 2012). Estas caracterispeasiiten determinar tanto la



b)

actividad horizontal como la actividad vertical.sLaajas de las ratas sujeto
fueron colocadas en una habitacion a 22 ° C y arascpuesto que corresponde
al ciclo utilizado en la casa de animales dureht#a.

La actividad se registro durante 5 min en el castad ratas infantes (J-11), y 30

min (5 min/bloque) en el caso de las ratas adotssdJ-21).

La prueba de las tres camaras

En la prueba de tres camaras, se hajadd con 52 ratas (24 ratas
hembras y 28 machos) adolescentes (40 dias) etegjidaar. Asi pues la prueba
consistié en disefiar un aparato de tres camarasatizado para detectar los
bajos niveles de sociabilidad (comportamientosageoximacion social) en

ratas.

La cdmara central donde se coloca eltsugsta completamente vacia y
sirve como un control de la actividad locomotora;l& camara lateral se coloca
la rata extrafia (sin tener contacto fisico ningooo la rata sujeto) en una jaula
de alambre que permite contacto visual, olfativaditavo y tactil. La otra
camara lateral contiene la jaula de la segundaest@fia. Los emisores de
fotocélulas introducidos en los paneles envianlesfiafrarrojas a través de las
aberturas entre las camaras y los detectores deéfatas situados en el sitio
opuesto de las aberturas son detectores de movonidn sistema de interfaz
de software detecta y registra automaticamentenlmamientos realizados por
la rata, incluso el nUmero de veces y el tiempompsa explorando cada parte
de la camara (Crawley, 2004). Ademas un detectaitdesonidos colocado en

la cAmara del medio para grabar los ultrasonidosdes por las ratas.

Se comenzo con un periodo de habituamiéntodos los sujetos (10 min
por rata) con el objetivo de evitar el estrés. Ylezimento compuesto por tres
partes (10 min/parte), en la primera parte de U@lpa se cerro las dos puertas de
la camara del medio, se dejo a la rata sujeto ear@ra central y se grabaron
sus movimientos locomotores y sus ultrasonidoslaEsegunda parte se sacoé a
la rata sujeto, se quitaron las dos paredes padagrata pueda distribuirse en
las tres camaras, se coloco el primer extrafio gawa y se coloco a la rata
sujeto. En la tercera parte se hace lo mismo quéaesegunda parte, con

diferencia de afadir al segundo extrafo.



Se registraron el nimero de entradds data sujeto en cada camara ya
gue proporciona un control de la actividad locometp comportamientos que
se asimilan a la ansiedad, el tiempo pasado encgedara, el tiempo pasado por
el sujeto olfateando la jaula de la rata extra@htyempo que pasoé olisqueando
la jaula vacia (Crawley, 2004). De esta maneraid@ra preferencia de la rata
sujeto a pasar tiempo con una rata extrafia en cawgipa con el tiempo que

pasa en las otras dos camaras (Crawley, 2004).

3. Resultados

La prueba de la actividad locomotora

Por una parte, los datos de la prueblzesla a las ratas infantes durante
5 min, se analizaron mediante el SPS, calculahnddN©OVA de un factor
(tratamiento), y se observdé que los resultados @eelaron diferencias
significativas entre los distintos tratamientoantd en el andlisis de la distancia
total como en el analisis del tiempo del movimiet que, Rz 2= 2,301, P <
0,113.
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Por otra parte, para la medida de katagalizada a las ratas adolescentes

(10 min/rata), se han calculado los datos medi@ht®ODELO LINEAL,
ANOVA de medidas repetidas, con seis niveles queesponden a fases de la
prueba (bloques) y revelaron diferencias signifieet en las tablas de las
pruebas de efectos dentro de sujetos para logd¢actexo y tratamiento, en caso
de las hembras en cuanto a las distancias totaiggs)E 135,11, P < 0,001. En
cuanto a las distancias totales en funcion deartregnto se ha obtenido F=
2,646, P < 0,006. La significacién se observabaestddo en el bloque 4, ya
gue las ratas tratadas con el AVP recorrieron nsdarttia comparadas con las
ratas control, y en el bloque 5, las ratas tratamtas CPF recorrieron mas

distancia que las ratas AVP y control.



11

TOTDIST-Hembras

1500+

_ m= CONTROL
g &3 CPF
lioond 1 w8 MAVP
°
|—
©
S 5004
©
o
[m]

oL

o“'\ &m o“:b &v o“'ﬁ o“'b

> & o

C & & & & J

QYN QY Q¥ Y Y

Sin embargo, en los resultados de l&s naachos, no hubo diferencias
significativas ya que Fs(135y= 76, 598, P < 0,00 (en funcion de las distancias
totales), F = 0,445 y P < 0,992 (en funcion dediagancias/tratamiento).
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b) La prueba de las tres camaras

La prueba conductual Geawly realizada para estudiar la sociabilidad y
la preferencia por la novedad se analiz6 medidr8S, se analizaron las tres
variables, la duracién, frecuencia y latencia, desacomo modelo, el modelo
lineal, Anova de las medidas repetidas, y se calonllos efectos intra-sujetos
gue mostraron los siguientes resultados, F (2496, P = 0,084

Sin embargo, el calculo de los indiceslas zonas del extrafio 1 y
extrafio 2 en la tercera fase (fase 3), revel6astartes diferencias significativas
entre los distintos tratamientos. Puesto que l@&s IGPF mostraron tendencia a

evitar el extrafio 2 (la rata novedosa) comparadadas ratas control P =0,011.
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4. Conclusiones y discusion

La exposicion prenatal al CPF y al VP#us0 distintas alteraciones de
comportamiento en las ratas adolescentes, ya quibservd una diferencia
significativa entre los distintos tratamientos egdios. Los datos indicaron una
clara diferencia entre los dos sexos (hembras ywasgcpuesto que las hembras
reflejaban mas actividad locomotora en la pruekgus la explicacion de varios
estudios, estos resultados podrian ser causadokgp@fectos selectivos del
sexo en el desarrollo del comportamiento, que guedd CPF provoca, pero
también podria ser debido a los factores hormonalesdiferenciacion de las
regiones cerebrales implicadas en el dimorfismoaex

Por una parte, las graficas mostrarorawmento a distintos niveles del
tratamiento en el primer bloque, cosa que podriadebida al estrés ante la
exposicion novedosa al entorno dentro del aparatia éctividad motora. Por
otra parte, las mismas graficas mostraron una discion en los siguientes
bloques (II, 1lI, IV, V, VI), puesto que las ratae habituaron facilmente a la
actividad, mostrandose mas relajadas y tranquilas.

Ademas, no debemos olvidar que los dd¢ols actividad locomotora de

las ratas infantes no revelaron diferencias a p#sgrasar el tiempo suficiente
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(5min) dentro del aparato, lo que podria indicae tps efectos de la exposicion
prenatal a los distintos tratamientos no muesteanbaos a nivel cerebral a una
edad tan temprana (J-11).

Nuestra hipotesis no se ha cumplido, loooual en estudios futuros se
necesitaria concentrarse en las diferencias loayamentre los distintos sexos a
distintas edades, ya que interesaria estudiaalzsas de la hiperactividad de las
hembras en las actividades. También, se podriarelat influencia de las
variables extrafas, tales como la separacion deadgratas infantes de sus
madres, el estrés, y el cambio del ciclo (luz-aseat).

Las conductas sociales y la prefereporala novedad social podrian ser
tareas faciles de medir y simples a la hora de eoanlas con conductas
similares al trastorno del espectro autista. Agispan la prueba de las tres
camaras, el numero de entradas de la rata had@téoales donde se encuentran
los extrafios, podria reflejar un déficit relaciomaxn la ansiedad. Por lo cual,
las diferencias significativas encontradas en lesultados obtenidos de la
tercera fase (fase 3), en las ratas tratadas cd@loepirifos, podria afirmar
nuestra hipétesis, ya que la no preferencia dealas CPF a la rata novedosa,
indica una disminucion en sociabilidad.

Pero debemos tener en cuenta que el bajo nivelndetjue social es insuficiente
a la hora de explicar la gran complejidad y validad del trastorno
generalizado del desarrollo. Por lo que se recataidracer unos analisis mas
profundos de las interacciones sociales.

Ademas, la habituacion es una variallportante en las pruebas de la
exploracion del entorno para evitar posibles esr@enerados por el estrés, por
lo que se debe aumentar el tiempo que pasa leerat aparato de las tres
camaras.

Finalmente, seria importante e intereshacer mas pruebas locomotoras
a las mismas ratas para observar el efecto dedtsrientos aplicados a largo

plazo.
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