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Estudios de los mecanismos subyacentes a la resiliencia en hembras y la
vulnerabilidad en machos en un modelo de autismo en ratén

Los trastornos del espectro autista (TEA) son patologias del neurodesarrollo
caracterizadas por deficiencias en la interaccién social y la comunicacidn, y la expresiéon de
movimientos e intereses repetitivos y estereotipados. Una observacidn epidemiolégica notable
es la aparicidon de TEA en 4 nifios por cada nifia diagnosticada. Esta evidencia sugiere que el sexo
es un factor biolégico prominente que contribuye a la etiologia y/o desarrollo del TEA. En
particular, los varones parecen ser mas susceptibles y/o las mujeres son mas resistentes a
desarrollar TEA.

Los ratones macho expuestos prenatalmente a 600 mg/kg de acido valproico (VPA)
juegan menos cuando son jovenes y muestran una sociabilidad reducida en la edad adulta. Por
el contrario, encontramos que los ratones hembra expuestos prenatalmente a VPA no muestran
esta reduccién en la sociabilidad. Consideramos esta respuesta diferencial al VPA relacionada
con el sexo como una herramienta valiosa para identificar los mecanismos celulares y
moleculares subyacentes y generar conocimiento que pueda trasladarse a la mejor comprensién
del TEA y a posibles tratamientos.

Previamente nuestro grupo reportd que la convivencia desde el destete (al dia
postnatal, P 21) de ratones VPA con ratones control revierte la reduccion de la sociabilidad en
la edad adulta observada en ratones VPA criados con otros compaferos VPA. Por otro lado,
habiamos observado alteraciones neuroinflamatorias en los cerebros de animales VPA entre P21
y P35. Finalmente, nuestro grupo observé que los machos VPA inyectados intraperitonealmente
dia por medio con solucidn salina entre P22 y P34 no mostraban alteraciones en la sociabilidad
en la adultez. Esta evidencia sugiere que el periodo entre P21 y P35 es critico para determinar
los niveles de sociabilidad adultos, y que las experiencias en este periodo podrian modular el
desarrollo conductual a largo plazo. Asi, nuestro primer objetivo fue evaluar los efectos de la
manipulacion juvenil (MJ) sobre las alteraciones conductuales vy fisioldgicas provocadas por la
administracién prenatal de VPA en machos. Encontramos que la MJ revierte la reduccion en la
sociabilidad en el ensayo de tres cdmaras y el aumento en la inmovilidad en el ensayo de
natacion forzada, ademas de revertir el aumento en actividad neuronal en la corteza piriforme
observado en los animales VPA.

En humanos y otros mamiferos, los machos sufren un proceso de masculinizacidn
cerebral, desencadenado por la exposiciéon temprana a hormonas gonadales. En los roedores,
esta organizacion del desarrollo del cerebro es esencial para la correcta visualizacién de los
comportamientos sexuales en la edad adulta, pero también determina otras diferencias
sexuales en la funcién del cerebro y el comportamiento.

Nuestro segundo objetivo fue evaluar si este proceso de masculinizacién cerebral influye
en el desarrollo de conductas relevantes para los TEA. Con este objetivo, estudiamos las
diferencias de sexo y el efecto del tratamiento neonatal de las hembras con 17B-estradiol
benzoato (E2) sobre diferentes comportamientos relevantes para los TEA. En los P2, P5 y P8, se
inyectaron las crias hembra con estradiol (E2) o vehiculo. En la edad adulta (desde P60),
encontramos que las diferencias de sexo observadas en la exploracién, en los comportamientos



repetitivos y en los comportamientos relacionados con la depresion se reducen en gran medida
cuando las hembras reciben tratamiento neonatal con E2.

Nuestro tercer objetivo fue identificar el rol de la masculinizacién por estradiol neonatal
sobre el efecto diferencial del VPA prenatal en ratones macho y hembra mencionado mas arriba.
Analizamos para ello distintas conductas relacionadas con el TEA y observamos que sélo las
hembras VPA-E2 muestran una deficiencia en la habituaciéon social, demostrando que la
combinacion de la exposicidn prenatal a VPAy el tratamiento con E2 posnatal da como resultado
una sociabilidad alterada en ratones hembra.

En resumen, esta tesis ha, por un lado, validado un modelo de rescate por manipulacién
juvenil, de las alteraciones conductuales y celulares relacionadas con el autismo en ratones
macho expuestos prenatalmente a VPA. Este modelo podra ser utilizado para estudiar posibles
mecanismos celulares y moleculares que median los efectos del VPA, pero también para
identificar estrategias de tratamiento. Por otro lado, hemos demostrado que la exposicién
temprana a estradiol masculiniza conductas relacionadas con el autismo, y que esta
masculinizacidn es necesaria para que se observen los efectos del VPA. Esperamos en el futuro
identificar los mecanismos celulares y moleculares que median estos efectos, lo cual ahondaria
en una mejor comprension del TEA y permitiria el desarrollo de terapias.

Palabras claves: Trastornos del espectro autista, Modelo animal de enfermedades
psiquiatricas, Masculinizacion del cerebro, Comportamiento social, Manipulacion juvenil.



Studies of the mechanisms underlying female resilience and male
vulnerability in a mouse model of autism

Autism spectrum disorders (ASD) are neurodevelopmental disorders characterized by
impairments in social interaction and communication, and the expression of repetitive and
stereotyped movements and interests. A notable epidemiological observation is the appearance
of ASD in 4 boys for every girl diagnosed. This evidence suggests that sex is a prominent
biological factor contributing to the etiology and/or development of ASD. In particular, males
seem to be more susceptible and/or females are more resistant to developing ASD.

Male mice prenatally exposed to 600 mg/kg valproic acid (VPA) play less when young
and show reduced sociability as adults. In contrast, we found that female mice exposed
prenatally to VPA do not show this reduction in sociability. We considered this sex-related
differential response to VPA as a valuable tool to identify the underlying cellular and molecular
mechanisms and to generate knowledge that can be translated into a better understanding of
ASD and possible treatments.

Our group previously reported that keeping VPA mice with control mice from weaning
(on postnatal day, P 21) reverses the reduction in adult sociability observed in VPA mice reared
with other VPA peers. In addition, we observed neuroinflammatory alterations in the brains of
VPA animals between P21 and P35. Finally, our group observed that VPA males injected
intraperitoneally every other day with saline between P22 and P34 showed no alterations in
sociability in adulthood. These evidences suggested that the period between P21 and P35 was
critical in determining adult sociability levels and that experiences in this period could have long-
lasting impact on behavior. Thus, our first objective was to evaluate the effects of juvenile
handling (MJ) on behavioral and physiological alterations caused by prenatal administration of
VPA in males. We found that MJ reversed the VPA-induced reduction in sociability in the three-
chamber test and increase in immobility in the forced swimming test, in addition to reversing
the increase in neuronal activity in the piriform cortex observed in VPA animals.

In humans and other mammals, males undergo a process of brain masculinization,
triggered by early exposure to gonadal hormones. In rodents, this organization of brain
development is essential for the correct display of sexual behaviors in adulthood, but it also
determines other sex differences in brain function and behavior.

Our second objective was to assess whether this brain masculinization process
influences the development of behaviors relevant to ASD. To this end, we studied sex
differences and the effect of neonatal 17B-estradiol benzoate (E2) treatment of females on
different behaviors relevant to ASD. At P2, P5, and P8, female pups were injected with E2 or
vehicle. In adulthood (from P60), we found that the sex differences in exploration, repetitive
behaviors, and depression-related behaviors are greatly reduced when females receive neonatal
E2 treatment.

Our third objective was to identify the role of neonatal estradiol masculinization on the
differential effect of prenatal VPA in male and female mice mentioned above. To this end, we
analyzed different behaviors related to ASD and observed that only VPA-E2 females show a
deficiency in social habituation, demonstrating that the combination of prenatal exposure to
VPA and postnatal E2 treatment results in altered sociability in female mice.



In summary, this thesis has validated, on the one hand, a model of juvenile manipulation
which rescues behavioral and cellular alterations related to autism in male mice prenatally
exposed to VPA. This model can be used to study possible cellular and molecular mechanisms
that mediate the effects of VPA, but also to identify treatment strategies. On the other hand,
we have shown that early estradiol exposure masculinizes autism-related behaviors, and that
this masculinization is necessary for VPA effects to be observed. We hope in the future to
identify the cellular and molecular mechanisms that mediate these effects, which would deepen
a better understanding of ASD and allow the development of therapies.

Keywords: Autism spectrum disorders, Animal model for psychiatric disorder, Brain
masculinization, Juvenile handling.



A mi hermana Amalita y a mi hermano Federico

gue, en todas mis versiones, siempre me acompafian.



Agradecimientos

A la UBA por la educacién publica de calidad que recibi. Me emociona sentir que cumpli el
sueno de estudiar en esta universidad.

A la Universidad Nacional de Tucuman, mi primera casa de estudios, donde la magia del
interés por la ciencia de los docentes me interpeld para comenzar a hacerme
preguntas y formarme como cientifica.

A Amaicha, por haberme ayudado a encontrar mi seguridad, guiarme tan generosamente y
por ser un soporte fundamental en mi doctorado. Gracias por tu contencion,
confianza, disponibilidad, entrega y trabajo. Trabajar con vos ha sido un placer y ha
sido un despertar en la forma de ver las cosas y de involucrarme con el trabajo.

A Julidn, por guiarme en la vocacion incluso desde antes que me decidiera por la biologia,
por ensefiarme que el limite es el cielo.

Al CONICET por permitirme hacer el doctorado.
Al IFIByNE que se convirtio en mi segunda casa.
Al personal del bioterio por ayudarme un a mantener a mis ratoncitos.

A Mauro, por tu filtro hermoso para ver la realidad, porque mi vida ha cambiado desde que
te conozco, por larisay por el amor.

A mis compas del labo Kaio, Ceci, Florcita y Lu por compartir la magia.

A mi mama que me ayudaste a despertar la curiosidad por el mundo. Gracias por
ensefiarme a pensary a querer.

A mi hermana Amalita, mi persona favorita en todo el mundo. La vida me dio el mejor
regalo con vos. Aguante nuestra complicidad, nuestro mundo de juegos de la nifiez
gue sigue siendo mi lugar favorito.

A mi hermano Federico, mucho mds que un hermano. Tu compaiiia, tu forma de ver las
cosas en cada decisidn que tomo son fundamentales en mi.

A padre por ensefiarme la libertad de la independencia y contagiarme la pasion por vivir.
A Henri, Sonia, Nacho y Lila que estan siempre en mi corazoén.

A todos mis amigues que me salvaron la vida:

A Juanma por su claridad, su pasidn, sus ganas de vivir y por sus consejos.

A la Juli, por tu sensibilidad, cobijo, por todas las aventuras y por todo el carifio que me has
dado.

A la Ave, por invitarme a tomar el mundo con vos.

A la Charly, por nuestras noches de pelis, de charlas, por tu soporte, por ser una amiga
impecable y generosa.

A Ale, por nuestras charlas y por la busqueda de la plenitud que compartimos



A Mile, por tu energia esplendorosa y por tu carifo.

A la Clari, por recorrer este camino juntas.

A la Vale, por la fortaleza y las ganas de ser.

A los chimueles Fede, Jime, Aye, Sole y Brian por los veranos de pileta y cynar.

A los chicos (de los asados) del futbol por la alegria.



Publicaciones

Los resultados mostrados en esta tesis han sido incluidos total o parcialmente en las

siguientes publicaciones:

Trabajos publicados

e Graciarena, M., Seiffe, A., Nait-Oumesmar, B., & Depino, A. M. (2019). Hypomyelination
and oligodendroglial alterations in a mouse model of autism spectrum disorder. Frontiers in
Cellular Neuroscience, 12. https://doi.org/10.3389/fncel.2018.00517.

e Kazlauskas, N., Seiffe, A., Campolongo, M., Zappala, C., & Depino, A. M. (2019). Sex-
specific effects of prenatal valproic acid exposure on sociability and neuroinflammation:
Relevance for susceptibility and resilience in autism. Psychoneuroendocrinology,
110(September). https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2019.104441.

e Seiffe, A., Ramirez, M. F., Barrios, C. D., Albarran, M. M., & Depino, A. M. (2021). Early
estradiol exposure masculinizes disease-relevant behaviors in female mice. European Journal of
Neuroscience, November 2020, 1-17. https://doi.org/10.1111/ejn.15130.

e Seiffe, A., Ramirez, M. F., Sempé, L., & Depino, A. M. (2022). Juvenile handling rescues
autism - related effects of prenatal exposure to valproic acid. Scientific Reports, 1-12.

https://doi.org/10.1038/s41598-022-11269-7.



https://doi.org/10.1038/s41598-022-11269-7

Abreviaturas

A-TAC = Autismo-Tics, ADHD y otras comorbilidades
acp = Comisura anterior

APA = Asociacién Americana de Psiquiatria

aPir = Corteza piriforme anterior

AR = Receptor de andrdgenos

ASD = Autism Spectrum Disorder

AVP = Arginina-vasopresina

AVPV = Nlcleo antero-ventral periventricular

CAST = Prueba de Espectro Autista infantil

CNV = Variantes en el nimero de copias

Cox = Ciclooxigenasa

CT = Animales control que no fueron perturbados luego del destete
DG = Dia gestacional

E2 = 17B-estradiol benzoato

ER = Receptor de estrégenos

FSH = Hormona foliculo estimulante

FST = Ensayo de natacion forzada

GABA = Acido gamma-aminobutirico

GLMM = Modelos lineales mixtos generalizados
GnRH = Hormona liberadora de gonadotrofinas
HMG = Genes modificadores de histonas

HPA = Eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal

1Q = Coeficiente intelectual

LH = Hormona luteinizante

LME = Modelos lineales con efectos mixtos

MJ = Manipulacién juvenil

NIH = Instituto Nacional de la Salud de Estados Unidos
NLG = Neuroligina

NRXN = Neurexina

NSF = Ensayo de alimentaciéon suprimida por la novedad

OF = Ensayo de campo abierto

10



P = Dia postnatal

PB = Buffer fosfato

PFA = Paraformaldehido

PFC = Corteza prefrontal

PGE2 = Prostaglandina E2

Pir = Corteza piriforme

POA = Area predptica

Poly (1:C) = Acido polyinosinico-polycitidilico
pPir = Corteza piriforme posterior
s.c. = Inyeccién subcutdnea

S.E.M. = Erros estandar de la media

SG = Ensayo de autoacicalamiento

Shank 3 = Multiples dominios repetidos de ankirina 3

S| = Indice de sociabilidad

SDN = Nucleo dimérfico sexual

SNV = Variantes de nucleétido unico
SYN = Sinapsina

TEA = Trastornos del espectro autista
TH = Tirosina hidroxilasa

TP = Testosterona propionato

TST = Ensayo de suspensioén por la cola
VPA = Acido valproico

YALT = Ensayo de laberintoen Y

11



Contenido

LY a o Yo [N Tolol [ g I ={=T o [=1 - | PRSP 14
1.1. Trastornos del espectro autista (TEA) .......ccoociireiciiee e e e e 15
1.2. Prevalencia del QUEISIMO ....c...eiiiiiiiiee ettt e 16
1.3. Etiologia del QULISIMO .c...viiiiiiiieecceee e s 18
1.4. Sesgo del autismo relacionado al SEX0.......cccvuiiiiiiiiiieiieee e 23
1.5. Masculinizacion del Cerebro.......co i 27
1.6. Convergencia de las diferencias sexuales y el sistema inmune en el TEA ...........ccuueenneee. 32
1.7. Modelos animales de TEA .......oo ittt ettt ettt e s et esbe e sbee s sate e sbeeesaneenas 33
1.8. éPor qué incluir hembras en estudios con modelos experimentales? .........ccccceevevveeennnnee. 37
[ 1T o Yo T =T YA o] o<1 4 1Yo 1 PSP 40

P\ Y T g F 1 (YR 4 T<] o Lo [ 1R 42
2.0 ANIMAIES .ttt b ettt et e b e bt e sat e st e b e be e s beeaneeeateereeteens 43
2.2 AT O e 43
2.3, Tratamiento Prenatal. ... e e e e e e e e s snreeeeean 43
D - ol [ V[T o o I o [ o ] PP RPPRRR 44
2.5, Tratamiento POStNAtal.....c..cooiiiiiiiieee e e e eaes 44
2.6. ENSAY0S CONAUCTUAIES ......evvieeeiieee ettt ettt e et e e e e tte e e e s bee e e e eateeaeeanteeaeeans 45
2.7. Evaluacion del estado reprodUCIVO.......cuuiieiciiiie ettt e et e e e et e e e eareee e 50
R Vo | VI o] [ = ol T U UURUN 51
2.9. Medicidn de la concentracidon de hormonas en plasma ......cccccceeeeeciieeiciiiee e 52

3. La manipulacién juvenil rescata los efectos relacionados al autismo producto de la exposicidn

prenatal al ACIdO ValProiCO .....coi it e et et e e e 53
3.0 INEFOAUCCION <.ttt s h e sat e sttt e bt e s bt e sate st e e abe e beesbeesmeesaeeenseenteens 54
I DT e Lo =) q o 1T 4 a L= o - | SRR 56
IR B =) - Lo 1 ot FO PSSPV P RO PPTOPRRPRRPRPI 56
3.4, RESUITAOS ..ttt sttt et ettt st st et re e re e et reereens 58

66
3.5, DISCUSION ..ttt ettt ettt ettt ettt e s he e s ab e et e e teeebeesbeesaeesabeeabeebeeabeesmeesabeeabeenteens 67

4. La exposicion temprana al estradiol masculiniza comportamientos relevantes para el TEA en

FAONES NEMBIA ..coiiii e sttt e e e e eneens 73
4.1, INTFOTUCCION ..ttt ettt sttt b e b e smeesmeeeaeeereeneens 74
4.2. Disef0 eXPEIrIMENTAL . .ciiiii i e e e e e e e e e e b r e e e e e e e e arerrareeaaaean 75
G - o |1 i or- T OO OO UPUPPROUSRRURRTRR 76
A4, RESUIAAOS ...ttt ettt et st e s bt e sae e e s be e e sabe e e beeesareesneeesaneeeanes 77



86
T B T EY ol U o] o N T 87

. Efectos de la exposicién combinada de acido valproico prenatal y estradiol postnatal sobre Ia

conducta de animales hemMBIras .........ocooiiiiiiiiineee e 92
5.0, INTFOUCCION ..ttt sttt et et e bt e st esat e st et e b e s beesmeesaeeenteenneens 93
5.2. DiSEfio @XPEIMENTAL ...cciiiiiieeiciiiee ettt e et e e e e stte e e e e bte e e e sbteeeeebeeeeeenraeeesans 93
5.3. RESUITAAOS ...ttt ettt ettt e sa e st e bt e e s bt e e ab e e s b e e s ne e e sbeeeneeas 94
5.4, DISCUSION netieieeeiieeetee ettt et e ettt e sie e sttt e sab e e s bt e s bt e e sabeeesabeesabeesaseeesabeeeasseesnteesaneeesaseesanes 110

2 DISCUSION .ttt ettt et e bt e s bt e s bt e s ateeat e et e e beesbeesheesaeesabeeabeebeebeenneas 116
6.1. Diferencias entre sexos en el diagndstico del autisMOo ........cccccvveeeeiiieeecciiiee e, 117

6.2. Interaccién entre el tratamiento con VPA y la masculinizacion mediante la exposicién a
estradiol postnatal €N ratONEs. ......eeei i e 120

6.3. Periodos sensibles en el desarrollo que determinan la sociabilidad en ratones adultos . 123

6.4, CONCIUSIONES GENEIAIES ......viiieeiiiee ettt e et e e et e e e et e e e e bt e e e e aaae e e snsaeeeennnreeens 130

11 oo =4 = - VUSSR 131

13



1.Introduccidn
general



1.1.  Trastornos del espectro autista (TEA)

Existen historias que describen comportamientos atipicos que, con la perspectiva de
hoy, pensariamos que fueron nifios autistas (Wing and Potter, 2002). Por ejemplo, la leyenda
gue concierne a los seguidores de San Francisco de Asis incluye historias acerca del Hermano
Juniper, quien era descripto como gentil, naif y obstinado. Juniper seguia los preceptos
franciscanos con absoluta literalidad, incluso al punto de quitarse la ropa para darsela a un
mendigo en la calle. En ese momento, segun los documentos, su comportamiento se atribuia a
su santidad, mientras que probablemente en nuestros dias seria diagnosticado con el sindrome

de Asperger (Wing and Potter 2002).

Por otro lado, uno de los primeros casos mencionados que describen individuos que

“u

probablemente tenian autismo es el de Victor, “el nifio salvaje de Aveyron”, quien fue
encontrado cuando tenia aproximadamente 12 afios y vivia en el bosque en el sur de Francia en
el siglo XVIII. Este nifio fue capturado y ubicado a cargo de J.M.G. Itard para ser educado. Itard
escribié un relato completo que describia al nifio, en el cual es bastante claro que Victor
presentaba autismo con muy poca comprension del lenguaje u otra forma de comunicacidn
(Lebrun 1980). Asimismo, se cree que el primer reporte en el que se reconocen caracteristicas
similares en nifios y nifias insanos que hoy serian probablemente diagnosticados con autismo es
de Henry Maudsley en 1867 [revisado en (Wing 1997)]. Luego, en la primera mitad del siglo XX,
muchos autores en el campo publicaron acerca de nifios/as con psicosis, pero los primeros en

reconocer que este conjunto de sintomas descriptos ameritaba una descripcién de un sindrome

nuevo fueron Leo Kanner (Kanner, 1943) y Hans Asperger (Asperger, 1944).

Leo Kanner (Kanner 1943) analizé el fenotipo de 3 nifias y 8 nifios que presentaban un

sindrome comun, que no estaba descripto hasta la fecha. Hasta entonces, estos nifios/as eran
- » e . - .

presentados como idiotas, “mente floja”, imbéciles o esquizofrénicos. Sin embargo, estos casos

en las descripciones de sus padres/madres presentaban varias caracteristicas en comuin como

ser “autosuficientes”, “felices de ser dejados solos”, “actuaban como si la gente no estuviera

ahi”, “totalmente desinteresados de todo lo ajeno”, “actuaban como hipnotizados” y “no

IH

mostraban satisfaccion social”. De los 11 nifios/as, s6lo 8 podian hablar y, en estos casos, el
lenguaje consistia principalmente en nombrar objetos, adjetivos y nimeros. Muchos de los
nifios/as presentaban una excelente memoria y podian, por ejemplo, recitar versos, nombres
botanicos y compositores. Pero estas listas de palabras no eran mas que palabras sin ninguin
significado, ya que para estos nifios/as el lenguaje no se presentaba como una herramienta para

comunicar mensajes con sentido. A su vez, el comportamiento de estos nifios/as estaba
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gobernado por un deseo obsesivo de mantener su entorno sin perturbaciones e igual.
Alteraciones e intrusiones de cualquier tipo como la comida, exdmenes médicos, o ruidos
fuertes podian desencadenar severas crisis en los nifios/as analizados. Otra caracteristica clave
gue menciona Kanner es la presencia de patrones repetitivos en la conducta, ya que los nifios/as
se mostraban reacios al cambio, a no poder completar una rutina y mostraban poca variedad en
sus actividades espontaneas. Por Ultimo, los nifios/as estudiados por Kanner no presentaban
ningun interés en las personas en general, incluida la madre, y preferian no interactuar con

otros/as.

Actualmente, la Asociacion Americana de Psiquiatria (American Psychological
Association (APA), 2013) describe al Trastorno del Espectro Autista (TEA) como un trastorno del
neurodesarrollo que se caracteriza por dificultades en la comunicacién y en las interacciones
sociales, y por patrones restringidos y repetitivos en comportamientos, intereses y actividades.
Los sintomas se presentan en los primeros anos de vida y afectan el funcionamiento diario. El
término "espectro"” se utiliza debido a la heterogeneidad en la presentacién y gravedad de los
sintomas del TEA, asi como en las habilidades y el nivel de funcionamiento de las personas que
tienen TEA. Las personas que tienen déficits marcados en la comunicacién social, pero cuyos
sintomas no cumplen los criterios para el TEA, deben ser evaluados para el Trastorno de la

Comunicacion Social (American Psychological Association (APA) 2013).

1.2. Prevalencia del autismo

La prevalencia del autismo actualmente se la estima entre 2.24% a 2.65% (Kim et al.
2011; Zablotsky et al. 2015) y ademas se reportd que los casos siguen aumentando (Christensen
2018; Matson and Kozlowski 2011). Existe una controversia considerable en cuanto a las causas
de las tasas crecientes observadas. Muchos atribuyen estos aumentos a cambios en los criterios
de diagndstico a lo largo del tiempo, a nuevos instrumentos de evaluacién y diagnéstico mas
sensibles, a que actualmente se utilizan nuevas metodologias de investigacién para identificar
estimaciones de prevalencia que pueden resultar en un aumento, a diferencias culturales que
antes no eran tenidas en cuenta al momento de la evaluacidon y que permiten hacer hoy
diagndsticos mas confiables, a diferentes métodos de estimacién del nimero de casos, y a un
aumento en la concientizacion e informacion sobre autismo tanto de profesionales de la salud

y de docentes como de las madres y padres [revisado en (Matson and Kozlowski, 2011)].

Una de las razones mas esgrimidas para explicar el aumento de la prevalencia de

autismo es la consolidacién de cambios en los criterios de diagndstico a lo largo del tiempo. Para
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empezar, desde la publicacién de Kanner hasta antes de la publicacion de la tercera edicion del
Manual de Diagndstico de Desérdenes Mentales donde se introdujo el TEA por primera vez, los
diagndsticos no fueron asignados por un criterio unificado. A su vez, entre la tercera y la quinta
edicion del Manual de psiquiatria, el criterio de diagnéstico se fue modificando. Por ejemplo, en
la quinta edicién se elimind al sindrome de Rett como parte del TEA. Ademads, el concepto
general de lo que constituye el TEA ha sido expandido, ya que hoy incluye al sindrome de
Asperger, puede ser diagnosticado en todos los periodos de la vida (no sélo en la nifez

temprana) y a personas con una profunda incapacidad intelectual.

Por otro lado, se ha reportado que muchos de los nifios diagnosticados con autismo
fueron examinados brevemente siguiendo la entrevista de los padres conocida como Encuesta
sobre Desarrollo y Bienestar de Nifos y Adolescentes (DAWBA, por sus siglas en inglés
Development and Well-Being Assessment), pero no por ensayos clinicos mas completos llevados
a cabo por profesionales, como es el caso de la Entrevista Diagndstica de Trastornos Sociales y
de la Comunicacién (DISCO, por sus siglas en inglés Diagnostic Interview for Social and
Communication Disorders) (Posserud et al. 2010). De hecho, se encontré que el DAWBA pasa
por alto una parte sustancial de los casos de TEA en nifios que no presentan inhabilidad
intelectual. Otro aspecto es que el DAWBA se enfoca en los sintomas del momento, mientras
gue un diagndstico clinico para TEA se basa fuertemente en la historia detallada del desarrollo
del paciente (Posserud et al. 2010). Ademas, hay profesionales con distinta formacién que
realizan estos cuestionarios diagndsticos, como ser psicélogos escolares, psicélogos clinicos,
psiquiatras y neurdlogos, por lo que la experiencia y formacion profesional varia ampliamente,
lo que conlleva muchas veces a diagndsticos no consistentes (Skellern, McDowell, and Schluter
2005; Taylor et al. 2016). Es de esperar que la mejor formacidn de los profesionales, junto con
herramientas de diagndstico mas sensibles, especialmente para los casos mas leves de TEA,

resulten en un aumento en la prevalencia calculada.

Las estimaciones de la prevalencia de autismo se calculan de distintas formas, incluido
el uso de datos de archivo, entrevistas telefonicas y encuestas de toda el drea de estudio. Por
ejemplo, en el estudio realizado por el Center for Disease Control and Prevention de los Estados
Unidos (Rice 2006) habia diferentes registros disponibles segln las personas evaluadas: algunos
solo tenian registros médicos disponibles, mientras que otros también tenian registros
educativos accesibles. Tal diferencia resulté en tasas de prevalencia mas altas en las regiones
con acceso a registros médicos y educativos respecto a las que tenian sélo parte de esta
informacidn. Esto podria explicar que frente a un mejor y mas facil acceso a los registros (dado

por ejemplo por la informatizacidn de los mismos), la prevalencia calculada tienda a aumentar.
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Otro factor importante para considerar es el aumento sustancial en la concientizacion
sobre el autismo y en la provisidn de servicios que se ha experimentado en los Ultimos afios.
Dado que se discute del TEA con frecuencia en los medios de comunicacién, especialmente con
la preocupacion de que las vacunas sean la causa o el desencadenante de dichos trastornos, los
padres y las madres son cada vez mds conscientes de la existencia y las caracteristicas de este
trastorno (Wing and Potter 2002). Esta mayor concientizacion puede llevar a los padres y madres
a hacer examinar a sus hijos e hijas al observar ciertos sintomas que probablemente no hubiesen
disparado la consulta hace unos afios. Ademds, dado que la informacidén ha aumentado y
mejorado simultdneamente con la mayor conciencia, un diagndstico de TEA ahora también

puede ser mas aceptado tanto por los padres y madres como por los médicos y médicas.

A pesar de todos estos factores que podrian explicar el significativo aumento en la
prevalencia que se ha observado en los ultimos afios, los analisis poblacionales sugieren que no
alcanzarian para justificar por completo dicho incremento y que el nimero de personas con TEA
realmente esta aumentando en el mundo (Chiarotti and Venerosi 2020). Las causas de este

incremento se desconocen.

1.3.  Etiologia del autismo

A pesar de que ya Kanner planteaba el autismo como un sindrome con causas genéticas
(Kanner 1943), durante mucho tiempo este trastorno fue concebido como un desorden
emocional sin bases neurolégicas, debido a las teorias psicoanaliticas que, sobre todo en los
Estados Unidos, sostenian que las actitudes, las formas de educar y la personalidad de los
padres, y especialmente las madres, eran las responsables del autismo de sus hijos [revisado en
(Wing and Potter, 2002)]. Recién en los afios 60 se publicaron las primeras investigaciones

cientificas sobre autismo.

Como se menciond mds arriba, los TEA son diagnosticados sobre la base de dos dominios
alterados en el comportamiento: por un lado, déficits sociales, deterioro del lenguaje y de la
comunicacion y, por otro lado, la presencia de comportamientos estereotipados y repetitivos.
Mas alla de esta definicion unificadora se encuentra una heterogeneidad clinica extrema, que
va desde deficiencias debilitantes hasta un estudiante universitario con un coeficiente
intelectual superior al promedio pero con habilidades sociales inadecuadas. Por lo tanto, el
autismo no es una sola entidad, sino mas bien un fenotipo complejo que abarca multiples
"trastornos autistas" o un continuo de rasgos y comportamientos similares al autismo definidos

en el espectro de los TEA, que incluye el trastorno autista ("autismo" de Kanner), el trastorno
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desintegrativo infantil, el trastorno generalizado del desarrollo no especificado (PDD-NQOS, o

“autismo atipico”) y el sindrome de Asperger [revisado en (Persico and Bourgeron, 2006)].

Asi como se habla de un espectro autista en alusién a la variabilidad en el fenotipo,
también existen multiples causas que explican el autismo. De hecho, se estd abordando la
problematica desde multiples areas para obtener una mejor comprension de las causas de este
desorden, por lo que hoy el autismo se entiende como una enfermedad producto de una
interaccion compleja entre la genética y el medio ambiente [revisado en (Chaste and Leboyer,

2012)].

Originalmente se considerd al TEA como un desorden que se debia casi exclusivamente
a factores genéticos. Esta concepcidn se basaba en estudios poblacionales que demostraban
que la tasa de concordancia entre gemelos monocigdticos era mucho mas alta que la tasa de
concordancia entre gemelos dicigéticos (mellizos) (Bailey et al. 2013; Folstein and Rutter 1977;
Hallmayer et al. 2011; Steffenburg et al. 1989). En la misma linea, otros estudios reportaron la
presencia de rasgos autistas en los/las parientes de nifios/as autistas. El primer trabajo en
analizar este aspecto fue publicado en 1957 (Eisenberg 1957) y resulta muy interesante porque,
por un lado, refuta las teorias del psicoanalisis del momento que apuntaban a las “madres
heladeras” como causante del autismo en los nifios, y por otro lado, provee un analisis del
comportamiento de los padres varones de nifios autistas donde revela evidencia de serias
dificultades de personalidad, lo que significa que si bien no presentaban problemas disruptivos
de su vida social y laboral, presentaban algunos rasgos relacionados al autismo, como ser
obsesivos, desapegados y sin sentido del humor. Luego otros trabajos analizaron la presencia de
rasgos autistas en parientes de los casos autistas detectados (Fombonne et al. 1997; Pickles et
al. 2000) y se plantearon hipdtesis genéticas que podian explicar por qué en algunas familias hay
mas casos de autismo de los que se espera por azar. También se ha reportado en parientes de
nifios/as con autismo un retraso en el inicio del habla, dificultad para leer (Folstein et al. 1999),
y depresion recurrente (Piven et al. 1991). Estos trabajos plantean la hipotesis de que hay varios
genes que pueden interactuar para causar la aparicién del TEA, que se segregan de forma
independiente y son responsables de la variabilidad de los fenotipos y de los grados de severidad

de los sintomas en los miembros de la familia.

En los afios 2000, con la disponibilidad de nuevas técnicas moleculares, se han realizado
multiples estudios genéticos a gran escala en pacientes con TEA y sus familias, lo que ha llevado
a la identificacién de cientos de genes de riesgo. Si bien las proteinas que codifican esos genes

tienen diversas funciones, la mayoria de los resultados que se han podido reproducir provienen
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de dos amplias clases de proteinas: las involucradas en la formacidon de sinapsis y las
involucradas en la regulacion transcripcional y las vias de remodelacién de la cromatina (De
Rubeis et al. 2014). Los genes de riesgo relacionados con la sinapsis incluyen aquellos que
codifican proteinas de adhesion tales como neuroliginas, neurexinas y cadherinas: sinapsina-1
(SYN1) y sinapsina-2 (SYN2), proteina de sefializacion del receptor de glutamato SH3 y multiples
dominios repetidos de anquirina 3 (SHANK3), proteina activadora 1 de Ras GTPasa sindptica
(SYNGAP1) y la subunidad gamma 3 del receptor de acido aminobutirico tipo A (GABRG3)
[revisado en (Rylaarsdam and Guemez-Gamboa, 2019)]. Aquellas que participan en la
remodelacion de la cromatina incluyen enzimas modificadoras de histonas (codificadas por
genes modificadores de histonas, HMG) y remodeladores de cromatina ("lectores") que
reconocen modificaciones postraduccionales especificas de histonas y orquestan sus efectos
sobre la cromatina (De Rubeis et al. 2014). Entre estos genes, cabe mencionar al gen que codifica
la proteina 8 de unién al ADN del dominio helicasa, CHD8, debido a que las mutaciones de
pérdida de funcién en CHDS8 en individuos con TEA apuntan a la remodelacion de la cromatina

como un mecanismo molecular convergente (Ayhan and Konopka 2019).

Finalmente, la identificacién de variaciones en el niumero de copias ha implicado a
numerosos genes de diversa funcion en la etiologia de los TEA. Aunque queda por demostrar la
causalidad en la mayoria de los casos, un subconjunto sustancial parece ser importante en la
modulacién del riesgo de enfermedad (Webb et al. 2017). De todas maneras, estas mutaciones
de novo, junto con las heredadas en el contexto de un sindrome raro, representan al menos el

10-20 % de los TEA (Abrahams and Geschwind 2008).

Si bien existe evidencia que muestra que los genes pueden causar o aumentar el riesgo
del TEA, otro factor igual o mas importante parece ser el ambiente. En un estudio poblacional
de gemelos (Hallmayer et al. 2011) usaron los datos de las tasas de concordancia para obtener
pardmetros estimados para modelos genéticos. En todos los modelos planteados, tanto el
componente genético como el ambiental fueron significativos y, de hecho, el modelo con mejor
ajuste resulté ser el que atribuia un 37% de la variabilidad a factores genéticos, mientras que el
ambiente compartido explicaba un 55%. Este trabajo presenta relevancia porque es uno de los
primeros que prueba que la tasa de concordancia mas alta en gemelos se debe en gran medida
al ambiente que estos hermanos comparten, especialmente en el periodo perinatal, mas alla de
la genética. Otro trabajo que cabe mencionar es un estudio poblacional con una muestra muy
grande, de mas de 2 millones de nifios, donde identificaron pares de gemelos, hermanos, primos
y medios hermanos, y encontraron que la heredabilidad del TEA es aproximadamente un 50%

(Sandin et al. 2014). Estos resultados indican que el ambiente es un factor tanto o mas
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importante para el desarrollo del TEA que los factores genéticos. Sin embargo, muchos trabajos
han evaluado el aporte de los factores ambientales y de los factores genéticos por separado, en
vez de analizar su interaccién a través de procesos como la desregulacion epigenética, lo cual

tal vez permita identificar nuevos mecanismos.

El ambiente puede resultar causal si es dafiino y precede al TEA, mediando su influencia
en la cadena causal entre una predisposicidn genética y el TEA; también puede tener un efecto
moderador si aminora la severidad del autismo y hasta protector si disminuye el riesgo de TEA
(Bolte, Girdler, and Marschik 2019). Asi se puede considerar que hay factores ambientales
negativos que aumentan el riesgo, pero también interacciones positivas del individuo con el
ambiente, que pueden protegerlo o moderar los efectos de los genes o de otros factores

ambientales. Entre los factores de riesgo ambientales y biolégicos para los TEA se incluyen:

La edad materna y paterna. La edad materna/paterna avanzada estd asociada con un

aumento en la incidencia de autismo (Bolte et al. 2019). Un meta-analisis que incluyé a 27
trabajos encontré que la categoria de la edad mds baja estaba asociada con un menor riesgo en
los hijos/hijas a presentar autismo, mientras que la categoria para la edad mas alta de los padres
fue asociada a un aumento en el riesgo a presentar autismo en la descendencia (Wu et al. 2017).
Asi, encontraron que un aumento de 10 afios en la edad del padre o de la madre esta asociado
a un riesgo 18-21 % mayor en la descendencia a presentar autismo. Esto se debe probablemente
a que con la edad aumenta la probabilidad de mutaciones malignas de novo (Jénsson et al.
2017), y lo mas probable es que esto se explique por un mayor riesgo acumulativo de
mutaciones durante la espermatogénesis a edades avanzadas, asi como acumulaciéon de
mutaciones en los oocitos a lo largo de la vida. De hecho, las mutaciones de novo asociadas con
TEA son mas a menudo paternas que maternas (Kong et al. 2012).

El entorno fetal. En el contexto de la etiologia del TEA, se han considerado numerosas

exposiciones prenatales ambientales presentes en el entorno inmediato del feto en desarrollo,
como alteraciones en los niveles de hormonas sexuales, obesidad materna, diabetes,
hipertension, infecciones y actividad inmunitaria, asi como exposicién a ultrasonidos. Respecto
a las alteraciones hormonales, se ha hipotetizado que la exposicion del feto a esteroides puede
contribuir al desarrollo del TEA (Ingudomnukul et al. 2007). En cuanto a las infecciones durante
el embarazo como un causante del aumento del riesgo a presentar autismo, se reporté una
mayor prevalencia de autismo en nifios con el sindrome de rubeola congénita (Chess 1971). A
partir de este trabajo se observd que hay muchas infecciones virales y bacterianas maternas que
se asocian a una mayor incidencia del TEA, por lo cual se comenzd a elaborar la teoria de que la

infeccion materna, junto con la activacién del sistema inmune de la madre, puede llevar al
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desarrollo de autismo en la descendencia. Uno de los estudios mds completos, que abarcé
grandes cantidades de datos, identific6 un aumento del 30% en la probabilidad de ser
diagnosticado/a con TEA asociado a un diagndstico de infeccién en la madre (Lee et al. 2015).
La relevancia de la infeccién materna en el riesgo de TEA puede no estar asociada con la
presencia de virus o bacterias per se, sino con la respuesta inmunitaria que invocan, una
conclusién respaldada por investigaciones que identifican marcadores inflamatorios vy
anticuerpos elevados en mujeres embarazadas con hijos autistas (Zimmerman et al. 2007). Los
modelos de trastornos del neurodesarrollo en roedores por infeccidon directa en las madres
proveen soporte a la teoria de activacién inmunitaria materna como factor etiolégico del TEA,
ya gue se encontrd que la activacion del sistema inmune materno lleva a efectos en las crias
relacionados con el autismo, como alteraciones en las interacciones sociales, deficiencias
comunicativas y comportamientos repetitivos/estereotipados (Lammert and Lukens 2019). Si
bien esta hipdtesis estd bien establecida, no estd claro todavia el mecanismo por el cual la
infeccidn inmune materna afecta al feto. Se apunta a una alteracion en los niveles de citoquinas
ya sean de origen materno, en cuyo caso cruzan la placenta, de origen placentario o de origen
fetal, a través de la cual la activacidon inmune materna da como resultado una desregulacion
inmunitaria y genética en el propio feto (discutido en Abdallah et al., 2013).

Medicacién. Se ha reportado previamente que los antidepresivos y anticonvulsivantes
tomados durante el embarazo aumentan el riesgo de autismo en la descendencia. Respecto a
los anticonvulsivantes, cabe mencionar el caso del VPA (acido valproico o 4acido 2-
propilpentanoico) que es utilizado en clinica para el tratamiento de la epilepsia y como un
estabilizador del humor en el desorden bipolar. El VPA tiene efectos teratogénicos, por lo que
el sindrome de valproato fetal ha sido reconocido como una entidad clinica que se caracteriza
por presentar anormalidades fenotipicas en la caray alteraciones en el desarrollo de los 6rganos
en los sistemas respiratorios, cardiovascular, gastrointestinal, genitourinario y esquelético
(Williams et al. 2001). Ademas de las alteraciones mencionadas, se encontré que nifios con
sindrome de valproato fetal también cumplian con el criterio para TEA, ya que presentaban
trastornos en el habla, actividades repetitivas, intereses restringidos, y disminucién en la
sociabilidad (Christianson, Chester, and Kromberg 2008; Williams et al. 2001). También se ha
reportado una mayor incidencia de autismo entre los nifios expuestos prenatalmente a la
talidomida, un sedante utilizado a fines de los afios 1950 para tratar las nduseas durante el
embarazo, que causd miles de casos de embriopatia, y en los cuales se vio que de 100 nifios
expuestos a talidomida al menos cuatro cumplieron criterios de diagndstico para el autismo

(Stromland et al. 1994).
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Consumo de alcohol. Se ha reportado que el sindrome de alcohol fetal, generado en

nifios/as por el abuso de alcohol durante el embarazo, tiene cierto solapamiento con TEA, por
lo que los nifios con sindrome de alcohol fetal presentan mas riesgo a cumplir con el criterio
para el diagndstico de autismo (Lange et al. 2018; Nanson 1992).

Exposiciones a tdxicos (ej. contaminacion del aire, metales pesados, pesticidas,

contaminantes organicos). La exposicién a téxicos ambientales afecta a millones de nifios en
todo el mundo. Los productos quimicos industriales que dafian el cerebro en desarrollo se
encuentran entre las causas conocidas de aumento en la prevalencia de las discapacidades del
neurodesarrollo, incluidos el autismo, el trastorno por déficit de atencién con hiperactividad, la
dislexia y otras deficiencias cognitivas (Grandjean and Landrigan 2014).

Por ultimo, es pertinente aclarar que las vacunas no estdn correlacionadas con el
desarrollo de autismo. Originalmente se publicé un trabajo donde analizaron 11 casos de nifios
y una nifia en la que se reportd la pérdida de habilidades ya adquiridas, incluyendo el lenguaje,
siendo diagnosticados con autismo 11 de esos nifios. El trabajo sugeria que el comienzo de los
sintomas comportamentales coincidia con la administracién de las vacunas contra la rubeola, el
sarampioén y las paperas (Wakefield et al. 1998). Este trabajo ha sido retractado (Editors 2010)
ya que las afirmaciones en el articulo original de que las investigaciones fueron “aprobadas” por
el comité de ética local han demostrado ser falsas. Luego de esta retraccion, se han publicado
numerosos trabajos epidemiolégicos de gran escala donde refutan que las vacunas, sus
componentes (timerosal o mercurio), o las vacunas multiples (como la de rubeola-paperas-
sarampion) se correlacionen positivamente con los casos de TEA [por ejemplo, (Taylor,

Swerdfeger, and Eslick 2014)].

1.4.  Sesgo del autismo relacionado al sexo

Si bien las causas del autismo no son del todo claras, un factor de riesgo importante es
el sexo. Se ha reportado que de los nifios/as que cumplen con los criterios de TEA, la proporcion
es de entre 3 y 4.5 nifios por cada nifia (Christensen et al. 2018; Loomes, Hull, and Mandy 2017).
De esta manera, una posibilidad es que los varones porten factores de riesgo inherentes que los
hagan mas vulnerables a mutaciones genéticas o a las agresiones ambientales. La otra
posibilidad es que las nifias estén inherentemente protegidas contra mutaciones genéticas o

riesgos ambientales. Cabe aclarar que ambas posibilidades no son excluyentes.
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1.4.1. Mayor susceptibilidad al TEA de los varones

Los estudios que exploran un origen biolégico de la mayor susceptibilidad al TEA de los
nifios frente a las nifias apuntan a los niveles de esteroides gonadales circulantes en el Utero
(Auyeung et al. 2009; Ingudomnukul et al. 2007). La mayoria de estos estudios estan
enmarcados en la teoria del cerebro masculino extremo. Esta teoria consiste en definir el
cerebro masculino como la tendencia de ciertos individuos a sistematizar en lugar de empatizar,
y el cerebro femenino se define como aquel con el perfil cognitivo opuesto (Baron-Cohen Simon
2010). Usando estas definiciones, el autismo puede ser considerado como un extremo del perfil
masculino normal (Baron-Cohen 2002). El mecanismo al que apunta esta teoria es la presencia
de hormonas sexuales masculinas durante la gestacién. En este sentido, se reportéd que la
exposicion hormonal prenatal y un aumento de la testosterona fetal son fundamentales para la
diferenciacidon sexual y la masculinizacién en humanos (Welsh, Suzuki, and Yamada 2014), y que
la exposicién prenatal a niveles excesivos de testosterona puede estar relacionada con el
desarrollo de rasgos autistas (Auyeung et al. 2009; Baron-Cohen et al. 2020). Sin embargo, esta
teoria y los trabajos que la sostienen son fuertemente criticados. Por ejemplo, los estudios
mencionados miden las hormonas en el liquido amnidtico, sin un buen control de que las

hormonas efectivamente provengan del feto.

Otra hipdtesis que explicaria la vulnerabilidad en varones es que los genes de riesgo para
TEA estan regulados de manera diferente entre sexos o bien, que estos genes interactien con
vias diferentes en los distintos sexos. En este sentido, no se encontrd evidencia de que exista
una expresion diferencial sistematica debida al sexo en los genes de riesgo de TEA, pero si se
observo que los genes de las vias moleculares y/o procesos celulares que interactiian con los
genes de riesgo de autismo se expresan de manera diferencial segun el sexo (Werling, Parikshak,
and Geschwind 2016). Ademas, los genes identificados en dicho estudio participan en gran
medida en la activacidn de astrocitos y microglia. Esto sugiere que no existe una expresion
diferencial por sexo de los genes de riesgo de TEA, sino que mas bien las vias dimérficas sexuales,
que pueden incluir interacciones neuronales-gliales, son las que modulan el impacto de las

variantes de riesgo y contribuyen a la prevalencia sesgada por sexo en los TEA.

Por ultimo, otro enfoque para estudiar la vulnerabilidad en varones es el proceso de
masculinizacidn del cerebro, cuyas vias convergen con procesos inflamatorios y aumenta la
vulnerabilidad en varones a presentar TEA (McCarthy and Wright 2017). Durante el desarrollo,
los varones estan expuestos a altos niveles de testosterona y, por ende, a su producto de

aromatizacidn, el estradiol (McCarthy, 2008). Esta molécula modula la neurogénesis, la
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sinaptogénesis y la diferenciacion celular al inducir o reprimir la expresion de genes asociados
con la excitacién/inhibicién y con reguladores de la transcripcion (McCarthy et al., 2009).
Ademas, se ha observado que el proceso de masculinizacién en roedores estd mediado por
moléculas de sefializacién, como las prostaglandinas, que a su vez derivan de células inmunes
innatas como la microglia y los astrocitos (Dean, Wright, et al. 2012; Lenz et al. 2013; Nelson and
Lenz 2017). Teniendo en cuenta, como se menciond previamente, que la inflamacidn durante el
embarazo en humanos es un factor de riesgo para el desarrollo del TEA (liang et al. 2016), estas
observaciones combinadas llevan a proponer que el proceso natural de masculinizacion del
cerebro pone en riesgo a los varones al acercarlos a un umbral de vulnerabilidad que puede ser
superado mas facilmente debido a procesos inflamatorios que tengan lugar durante los periodos

criticos del desarrollo del cerebro.

1.4.2. Resiliencia al TEA en hembras

Respecto a las causas de la resiliencia de las hembras al TEA, se apunta principalmente
a que las mujeres tienen una mayor carga de mutacién genética antes de sucumbir al TEA. En
este sentido, se observé que las mujeres con autismo presentaban mutaciones del tipo variantes
en el nimero de copias (CNV) y variantes de nucledtido Unico (SNV) autosémicas con una carga
mucho mayor que los varones con autismo (Jacquemont et al. 2014). En la misma linea, otro
trabajo comparé los rasgos autistas en gemelos varones y mujeres con autismo. Los rasgos
autistas fueron medidos mediante los cuestionarios CAST (del inglés Childhood Autism Spectrum
Test) y A-TAC (del inglés Autism-Tics, ADHD and other Comorbidities) que devuelven un puntaje
que va desde cero o unos pocos comportamientos similares al autismo hasta un nimero mayor,
por encima del puntaje que obtiene el promedio de la poblacidn, asociado con los individuos
diagnosticados clinicamente con TEA. En dicho trabajo observaron que las gemelas con TEA
presentaban significativamente mas rasgos autistas que los gemelos con TEA (Robinson et al.
2013), lo cual da sustento a la hipodtesis del efecto protector femenino que predice que las
mujeres con autismo deberian tener puntajes mas altos de rasgos autistas que los varones con

el mismo grado de deficiencia.

1.4.3. Sesgo en el diagndstico de autismo entre nifios y nifias

Es posible también que la alta proporcidn de TEA en varones se deba, en parte, al sesgo
en los criterios de diagndstico utilizados actualmente, o a que la forma en que estos criterios se
aplican para reconocer los TEA en la clinica sean diferentes en nifios que en nifias. Asimismo,
dado que se reportan muchos mas nifios que nifias con autismo, muchos estudios se basan en

este sesgo para incluir a sus participantes, por lo que la comprensién del autismo puede haber

25



estado sustancialmente sesgada hacia los nifios (Lai et al. 2015). De hecho, la mayoria de los
estudios de autismo tienden a incluir participantes en funcién de esta proporcién, u optan por

incluir sélo a varones (Philip et al. 2012; Via et al. 2011).

Un aspecto de este sesgo que merece ser evaluado es cuan diferente es el fenotipo entre
nifios y nifias con autismo. En un estudio respondieron esta pregunta comparando nifias y nifios
que cumplian con los criterios de diagnéstico de TEA con aquellos que no los cumplian a pesar
de tener puntuaciones muy altas en la prueba CAST del espectro autista infantil (Dworzynski et
al. 2012). CAST es un cuestionario para padres para detectar condiciones del espectro autista en
sus hijos, que cuando arroja como resultado un puntaje mayor a 15 se considera que el nifio
tiene autismo (Williams et al. 2005). Encontraron que las nifias, pero no los nifios, que
cumplieron con los criterios de diagndstico para TEA mostraron significativamente mas
problemas adicionales (bajo nivel intelectual, dificultades de comportamiento) que las nifias con
puntajes CAST altos que no cumplieron con los criterios de diagndstico para TEA (Dworzynski et
al. 2012). Los resultados de esta comparacidn sugieren que, en ausencia de problemas
intelectuales o conductuales adicionales, las nifias tienen menos probabilidad que los nifios de
cumplir con los criterios de diagndéstico de TEA en niveles equivalentemente altos de rasgos de
tipo autista. Esto podria reflejar un sesgo de género en el diagndstico o una

adaptacion/compensacidn genuinamente mejor de las nifias.

Una de las posibles causas de la diferencia entre fenotipos es la hipdtesis de camuflaje
social de las nifias. El camuflaje se refiere al uso de estrategias conscientes o inconscientes, que
pueden aprenderse explicitamente o desarrollarse implicitamente, para minimizar la aparicién
de caracteristicas autistas durante un entorno social (Hull, Petrides, and Mandy 2020). En un
trabajo examinaron hasta qué punto los comportamientos sociales relacionados con el género
ayudan a las nifas con TEA a enmascarar sus sintomas, para lo que analizaron como se
comportan los nifios y nifias durante el recreo mediante un sistema de codificacion de
comportamiento (POPE, por sus siglas en inglés Playground Observation of Peer Engagement)
gue genera datos cuantitativos y cualitativos y es util para el estudio de la conducta en patios
(Dean, Harwood, and Kasari 2017). Los resultados indicaron que el paisaje social femenino apoya
la hipdtesis del camuflaje: Las nifias con TEA utilizaron conductas compensatorias para ganar
acceso a las actividades de sus pares, como permanecer cerca o imitar comportamientos, lo que
favorecia el enmascaramiento de sus limitaciones sociales. Por el contrario, los nifios con TEA
tendian a jugar solos en vez de incorporarse a jugar juegos en grupo. Estos resultados resaltan

un sesgo masculino en la percepcién y deteccién del TEA. Si los profesionales (personal del
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colegio) buscan a los nifios que prefieren el aislamiento social para identificar casos de autismo,

entonces las nifias con TEA seguiran sin identificarse.

Por ultimo, otro trabajo reporté que los criterios que definen los perfiles de sintomas de
TEA eran muy similares en nifios y nifias (Solomon et al. 2012). Sin embargo, las nifias con TEA
diferian marcadamente de las nifias neurotipicas en sintomas que no se utilizaron como base
para el diagndstico, como alteraciones en el lenguaje y habilidades sociales, lo que indica que
estos sintomas si deberian ser tomados en cuenta. También observaron diferencias con respecto
a la internalizacion de la psicopatologia, ya que las nifias adolescentes con TEA evidenciaron
sintomas significativos de internalizacién en comparacion con los nifilos con TEA y las nifias sin

TEA.

1.5. Masculinizacién del cerebro
1.5.1. Determinacion del sexo versus diferenciacion sexual

Antes de comenzar a desarrollar esta seccidén es importante discutir la diferencia entre
sexo y género. El sexo es la clasificacion de los organismos de acuerdo a sus drganos
reproductivos, los que a su vez son determinados en mamiferos por el complemento
cromosomal. Por otro lado, el género es la autorrepresentacion de una persona como varon,
mujer u otro, y cdmo las instituciones sociales responden a esa persona. Asi, el género esta
determinado por el entorno y la experiencia mientras que el sexo no (McCarthy, 2008). En esta
tesis, nos referiremos al sexo de los animales y a su efecto, ya que se ha trabajado en modelos

animales no humanos en los cuales el concepto de género no debe utilizarse.

En los mamiferos, la determinacion del sexo estd dada por el complemento
cromosomico, donde los machos presentan un cromosoma X y un cromosoma Y, mientras que
las hembras presentan dos cromosomas X. Luego, los machos presentan un gen clave en el
cromosoma Y que es el gen Sry. Este gen comienza a expresarse durante las primeras semanas
del desarrollo embrionario y con este evento el sexo del organismo es determinado, ya que las
goénadas se diferenciaradn en testiculos. En el caso de las hembras, que no presentan el gen Sry,

las génadas se diferenciara en ovarios (McCarthy, 2008).

Una vez que se establece el sexo gonadal, se diferenciard el tracto urogenital apropiado.
En machos, el sistema de conductos de Wolff sobrevivird y se convertird en el conducto
deferente y en las glandulas secretoras asociadas del sistema reproductor masculino, mientras

que se suprimird activamente la formacion del sistema reproductor femenino. Por el contrario,
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si las génadas se diferencian a ovarios, el sistema masculino degenerard debido a la insuficiencia
de andrégenos vy el sistema de conductos de Miiller se convertird en el tracto reproductivo
femenino (McCarthy, 2008). Luego, la diferenciacion de los genitales externos y las
caracteristicas sexuales secundarias se establecen progresivamente debido a la sintesis de

esteroides gonadales en el momento adecuado de la vida.

1.5.2. Diferencias sexuales en el cerebro

La diferenciacion sexual es un proceso que impacta en los comportamientos
reproductivos y en la fisiologia, asi como también en procesos no reproductivos via distintos
mecanismos en diferentes areas del cerebro. Las diferencias sexuales en el cerebro estan muy
extendidas y varian mucho en magnitud e impacto dependiendo de la region del cerebro y el
punto final funcional que se modula. La mayoria de las diferencias sexuales en el cerebro se
establecen permanentemente durante una ventana de desarrollo restringida por las acciones
de los esteroides gonadales en un sustrato bipotencial. Las diferencias sexuales del cerebro mas
robustas son las que subyacen a los comportamientos sexuales, sin embargo también se han
reportado diferencias sexuales en cognicidn, estrés, ansiedad, preferencia de comida,

locomocidn, entre otras [revisado en (McCarthy, 2008)].

La principal causa de las diferencias sexuales observadas en el cerebro es la
masculinizacidn del cerebro que sufren los machos durante el desarrollo temprano. La
masculinizacidn del cerebro es el proceso por el cual los machos, que son expuestos a hormonas
gonadales durante el periodo perinatal, muestran en la adultez comportamientos sexuales

masculinos como montar a la hembra receptiva o defender la territorialidad (McCarthy, 2008).
1.5.3. Teoria organizacional/activacional

Se ha descripto que esta masculinizacidon responde a un proceso organizacional de
circuitos neuronales claves durante el periodo perinatal, seguido de una activacion especifica de
dichos circuitos en la adultez, fendmeno conocido como la teoria organizacional/activacional de
las conductas sexuales (Phoenix et al. 1959). Esta teoria sostiene que los esteroides gonadales
actuan durante un periodo sensible perinatal para alterar permanentemente la arquitectura
neural del cerebro y, por lo tanto, restringir el perfil de respuesta del cerebro adulto cuando se
expone a una hormona en particular (Figura 1.1.). De esta manera, la testosterona gonadal en
machos, durante el periodo que se designa como organizacional, es clave para la masculinizacién

permanente del cerebro y el cuerpo. Luego, a partir de la pubertad, las hormonas sexuales

28



aumentan durante el periodo de activacidon (pubertad) para ejercer efectos mas transitorios

activando los circuitos que fueron organizados durante el periodo perinatal.

Testosterona

Progesterona
XX XY ¢

|

SRY gen

TDF

l

Testiculos =
Ovarios / Estradiol
Fertilizacion Gestacion tardia/ nacimiento Pubertad

Periodo organizacional Periodo activacional

Niveles de hormonas sexuales

Figura 1.1: Teoria organizacional/activacional de los comportamientos sexuales. Se observa la oleada de testosterona
a la que son expuestos los machos durante el periodo perinatal (periodo organizacional). Luego, a partir de la pubertad,
las hembras tienen pulsos de hormonas sexuales, principalmente de progesterona y estradiol, mientras que los machos
presentan niveles de testosterona relativamente constantes. Esta etapa luego de la maduracién sexual se considera el
periodo activacional. Adaptada de (Ferri et al. 2018).

1.5.4. Mecanismos de la masculinizacion del cerebro

En uno de los primeros estudios de la teoria activacional/organizacional en roedores, la
testosterona era administrada a hembras recién nacidas para masculinizarlas. En estos estudios
inyectaban estradiol como un control de la inyeccién de esteroides y, sorpresivamente,
encontraron que el estradiol era incluso mas efectivo que la testosterona para masculinizar el
comportamiento (Feder 1967). Luego, en otro trabajo, se reportd que los machos tratados
prenatalmente con un inhibidor de la aromatizacion de esteroides sexuales (la 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona) exhibia mayor comportamiento de lordosis y comportamientos
proceptivos (conjunto de comportamientos exhibidos por la hembra previos a la aceptacion de
la cépula) que los animales control (Gladue and Clemens 1980). De estos experimentos es que
surge la hipdtesis de que la aromatizacidn de la testosterona a estradiol es necesaria, junto con
la testosterona, para masculinizar distintas areas del cerebro. La enzima responsable de dicha
aromatizacidn es la aromatasa citocromo P450, producto del gen CYP19, que fue detectada por
primera vez en el hipotdlamo de rata en 1972 (Naftolin, Ryan, and Petro 1972). La aromatasa es
una enzima clave en el desarrollo del cerebro y su regulaciéon determina la disponibilidad de
estradiol. Cabe destacar que las neuronas que se desarrollan en el cerebro embrionario

masculino contienen una mayor actividad aromatasa que el cerebro femenino. Esta diferencia
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entre sexos existe en las primeras etapas del desarrollo embrionario (Hutchison et al. 1995). Asi,
tanto el estradiol como la testosterona son necesarias para masculinizar las distintas areas del
cerebro, por lo que la masculinizacién del cerebro involucra tanto la activacion de receptores de

andrégenos (Sato et al. 2004) como la activacion de receptores de estréogenos (Wu et al. 2009).

Un factor para tener en cuenta es la nocion de que la placenta produce altas cantidades
de estradiol durante el embarazo, lo que llevaria a que todos los fetos estuvieran expuestos a
esta hormona, impidiendo una exposicidn diferencial a estradiol de acuerdo con el sexo. Esto
no ocurre debido a la presencia de « -fetoproteina, una globulina circulante que se encuentra
en los fetos de gestacion tardia y en las crias postnatales tempranas que tiene una alta afinidad
por el estradiol y, por lo tanto, secuestra el esteroide del torrente sanguineo, impidiendo la

masculinizacidn del cerebro (Bakker et al. 2006).

La masculinizacidon del cerebro perinatal requiere de la funcién de los receptores de
andrégenos, y la expresién de comportamientos tipicos masculinos en adultos estd mediada por
sefiales de andrégenos tanto dependientes como independientes de los receptores de
andrégenos (Sato et al. 2004). El receptor de andrdgeno (AR) es un receptor nuclear que cuando
se une a un ligando, sufre un cambio conformacional y fosforilacién que le permite interactuar
con elementos especificos de respuesta a androgenos (ARE, androgen-response elements) en
las regiones reguladoras de genes blanco, lo que da como resultado la regulacion de la expresién
génica (Brinkmann et al. 1999). No obstante, también se ha descripto otro mecanismo que
explica cémo el andrégeno puede afectar de forma mds rdpida la funcién celular,
independientemente de la transcripcidn [revisado en (Sarkey et al. 2008)]. Este mecanismo esta
mediado por receptores de andrdgenos extranucleares ubicados en axones en la corteza
cerebral y la amigdala, provenientes del hipocampo. Estos receptores axonales de andrégenos
modulan la actividad neuronal del hipocampo, la corteza cerebral y la amigdala, y participan en

la modulacidn de la plasticidad sinaptica y de la conducta (Sarkey et al. 2008).

Por otro lado, hay distintos tipos de mecanismos a través de los cuales el estradiol actua
en las células blanco [revisado en (McCarthy, 2008)]: 1) activacién “clasica” del receptor de
estrégenos (ER), por unidn al mismo, dimerizacién y translocacién al nucleo, donde se asocia
con coactivadores y otras moléculas reguladoras de la transcripcion; 2) activacién “nouveau”,
mediante la cual el complejo ER-estradiol interactua directamente con vias intracelulares de
sefializacion como la activacion de las quinasas de proteinas; o 3) se ha reportado también que
el estradiol interactia con otros receptores de membrana, tales como los receptores de

neurotransmisores. A través de estos receptores, el estradiol afecta el desarrollo neuronal en
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diferentes areas, a través de distintos mecanismos como son la apoptosis celular, el crecimiento
de neuritas y la regulacidn del patréon sinaptico. Como consecuencia de estos procesos, se
observan dimorfismos entre sexos en distintas dreas que subyacen a las diferencias entre sexos

observadas en el comportamiento [revisado en (Schwarz and McCarthy 2008)].

Tres de las areas que presentan mayor divergencia morfolégica entre sexos son el
nucleo dimdrfico sexual, el ndcleo hipotaldmico antero-ventral periventricular, y el nucleo
arcuato. El nicleo dimérfico sexual (SDN, por su sigla en inglés) de ratas, que se encuentra en el
area predptica media y es un centro integrador para la regulacion de la expresiéon del
comportamiento sexual masculino, presenta la particularidad de que en machos es mucho mas
grande que en hembras. Al comienzo, en el desarrollo postnatal, en el dia postnatal (P) 3, las
hembras y los machos presentan la misma cantidad de células, pero alrededor del P7 las células
comienzan a morir en las hembras, por lo que en el P10 ya presentan un nucleo mucho menor
en tamafo que el de los machos [revisado en (McCarthy, 2008)]. Si las hembras son tratadas con
estradiol durante ese periodo, las células de este nlcleo no mueren y presentaran un nucleo de
igual tamafio que el de los machos (Rhees, Shryne, and Gorski 1990). También, el SDN en machos
presenta mas espinas dendriticas que en hembras, y esta diferencia también esta mediada por
estradiol, ya que se observd que la administracién de estradiol exdgeno a hembras durante el
periodo neonatal induce un patron masculino de espinas y lleva a que exhiban un

comportamiento sexual masculino cuando llegan a la adultez (Amateau and McCarthy 2004).

Por otro lado, el nucleo antero-ventral periventricular (AVPV) es mucho mas grande en
hembras que en machos, y este dimorfismo se encuentra tanto en ratones como en ratas. Su
funcién en hembras es critica, ya que controla la oleada de secrecion de gonadotrofinas
requerida para la ovulacidn. Principalmente estd formado por neuronas dopaminérgicas y la

supervivencia de las mismas es socavada por la presencia de estradiol (Simerly et al. 1997).

Se demostré previamente que el estradiol también modula el crecimiento de las espinas
dendriticas, por ejemplo, en el nicleo arcuato. Este nucleo estd ubicado en el hipotalamo
dorsomedial y comprende neuronas que liberan las hormonas liberadoras de gonadotrofinas
(GnRH) a la eminencia media, responsables de estimular a los gonadotropos en la hipdfisis a
liberar las hormonas luteinizante (LH) y foliculo-estimulante (FSH) que actuan en las génadas
[revisado en (Schwarz and McCarthy 2008)]. El nucleo arcuato masculino presenta la mitad de
espinas dendriticas en las neuronas que el de las hembras (Matsumoto and Arai 1986). Esta
diferencia de sexo depende de la cantidad elevada de estradiol en el cerebro de machos durante
el periodo sensible perinatal. Por otro lado, en machos, los astrocitos del nucleo arcuato son

mas estrellados y con mds procesos que los de las hembras. Esto se debe a que el estradiol
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aumenta la sintesis del neurotransmisor inhibidor GABA por las neuronas, que luego actua sobre
los astrocitos vecinos para inducir la ramificacién de estos (Mong et al., 2002). Se especula que
el aumento de la complejidad de los astrocitos en los machos suprime la formacién de sinapsis

en las espinas dendriticas, pero actualmente se desconoce el mecanismo por el cual se logra.

1.6.  Convergencia de las diferencias sexuales y el sistema inmune en el TEA

Como se menciond previamente, si bien se han reportado cientos de genes como
factores de riesgo para el TEA, no hay un sesgo claro de sexo en los genes identificados (De
Rubeis et al. 2014), indicando que los machos no presentan mayor riesgo a presentar autismo
debido a una Unica fuente genética. En cambio, como también se menciond previamente, se ha
reportado que los genes de riesgo para TEA son regulados por vias dimdrficas sexuales (Werling
et al., 2016). De manera interesante, en este grupo se encuentran representados en gran
medida genes involucrados en la activacion de astrocitos y microglia. Asimismo, se ha reportado
que el ingreso hospitalario debido a una infeccién viral materna en el primer trimestre o a una
infeccion bacteriana materna en el segundo trimestre se asocian con el diagndstico de TEA en

la descendencia (Atladottir et al. 2010).

Por otro lado, se observé que hay mediadores inflamatorios claves que regulan el
desarrollo del cerebro masculino (Dean, Knutson, et al. 2012; Dean, Wright, et al. 2012; Lenz et
al. 2013, 2018, 2019), como por ejemplo la prostaglandina E2 (PGE2) (Dean, Wright, et al. 2012;
Lenz et al. 2013; McCarthy and Wright 2017; Todd, Schwarz, and McCarthy 2005; Wright, Burks,
and McCarthy 2008). Las prostaglandinas son compuestos derivados de lipidos de membrana
que funcionan como moléculas de sefalizacidn paracrinas, endocrinas e incluso autocrinas
como parte de una amplia variedad de funciones fisioldgicas. Son formadas a partir del acido
araquidonico mediante el acoplamiento secuencial de las ciclooxigenasas (COX), COX-1 y COX-
2, alas prostaglandina sintasas (Rouzer and Marnett 2009). La PGE2 es el determinante clave de
la fiebre y se eleva precipitada e inmediatamente en el hipotalamo tras la infeccion para iniciar
la respuesta febril (lvanov and Romanovsky 2004). Se demostré previamente que la interrupcién
de la sintesis de prostaglandinas con inhibidores de las ciclooxigenasas durante un periodo
critico postnatal temprano altera el desarrollo de las células de Purkinje del cerebelo en ratas,
lo que da como resultado un crecimiento dendritico inicialmente mayor en ambos sexos (Dean,
Knutson, et al. 2012). En dicho trabajo ademas mostraron que la inhibicion de las COX da como
resultado una atrofia cerebelar tardia y el comportamiento social alterado sélo en machos. Por

otro lado, también se reportd que el aumento en la PGE2, resultante de los cambios en la
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regulaciéon de la COX-2 inducida por la exposicidn perinatal al estradiol, es necesario y suficiente
para organizar el area preéptica (POA) que media el comportamiento sexual masculino
(Amateau and McCarthy 2004). Se reportd que la inhibicién microglial impide la regulacién
positiva de PGE2 inducida por estradiol, lo que indica que la microglia es esencial para el proceso
de retroalimentacion a través del cual el estradiol regula positivamente la produccion de
prostaglandinas (Lenz et al. 2013). Estos estudios demuestran que las células inmunes del
cerebro interactdan con el sistema nervioso y endocrino durante el desarrollo y son cruciales

para la diferenciacidn sexual del cerebro y el comportamiento.

Las imagenes in vivo de adultos con TEA revelan una activacion glial excesiva en
multiples regiones del cerebro (Suzuki et al., 2013; Vargas et al., 2005), y los analisis
transcriptdmicos encuentran una desregulacién en genes neuroinmunes de los individuos con
autismo (Gupta et al., 2014). La evidencia convergente de los estudios clinicos y preclinicos
sefiala asi que el sistema neuroinmune es fundamental para el desarrollo normal del cerebro

masculino y el riesgo de TEA.

1.7. Modelos animales de TEA

La definicidn clasica de un modelo animal de una enfermedad humana es “un organismo
vivo en el cual un proceso patoldgico heredado, adquirido naturalmente o inducido se parece
en uno o varios aspectos al mismo fenédmeno que tiene lugar en los seres humanos” (Wessler
1976). Para validar un modelo animal se utilizan tres criterios [revisado en (Chadman et al.,

2009)]:

1) validez de construccidn: incorpora una analogia conceptual respecto a la causa de la
enfermedad humana. Ratones mutantes con una mutacion en un gen implicado en un desorden
neuropsiquidtrico presentan una validez de construccion razonable debido a la inactivacién o

polimorfismo de un gen humano.

2) validez de apariencia: incorpora una analogia conceptual respecto a los sintomas de
la enfermedad humana en el modelo animal. Sintomas comportamentales, patologias
neuroanatémicas, respuestas neurofisioldgicas y anormalidades neuroquimicas son ejemplos de
los componentes de la enfermedad o endofenotipos que pueden ser modelados en animales.
Los endofenotipos son marcadores neurofisioldgicos Unicos comportamentales, anatdmicos,

bioquimicos y neurofisiolégicos para una enfermedad dada.
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3) validez predictiva: incorpora a los modelos animales la especificidad de la respuesta

al tratamiento que resulta efectivo en la enfermedad humana.

Los objetivos principales de los modelos animales son evaluar hipdtesis acerca de los
mecanismos que subyacen a la enfermedad y llevar a cabo una evaluacion para extrapolar los
tratamientos farmacoldgicos y comportamentales de la enfermedad. El modelo va a ser mas
robusto cuantas mas similitudes de construccién, apariencia y predictiva haya entre el modelo

animal y la enfermedad en el humano.

Dado que el diagndstico del TEA es comportamental, las investigaciones que emplean
modelos de ratén requieren que los animales presenten un repertorio de comportamientos
amplio como para evaluar cada uno de los endofenotipos del autismo (Crawley 2012).
Afortunadamente, los ratones son una especie muy sociable que muestran un amplio repertorio
en distintos comportamientos sociales como la aproximacién a un conespecifico desconocido,
comportamientos de agresion, vocalizaciones ultrasdnicas, comportamiento sexual y parental,
y territorialidad (Crawley 2012). Por otro lado, los ratones en desarrollo se involucran en
episodios frecuentes y prolongados de comportamiento amistoso y juguetdn, que representan
un componente clave de su repertorio de comportamiento natural (Terranova and Laviola

2005).

1.7.1. Modelos genéticos de autismo

Avances recientes en genética y gendmica han develado que muchos casos de autismo
estan relacionados con variantes genéticas raras, donde cada variacién estd asociada a un riesgo
relativamente alto de causar autismo y, en conjunto, estas variaciones explican una amplia
proporcién de los casos de TEA (Betancur, Sakurai, and Buxbaum 2009). Resulta interesante que
muchas de estas variantes estan relacionadas a vias moleculares de adhesion sinaptica.
Particularmente, se han identificado mutaciones en NEUREXIN1, NEUROLIGIN3, NEUROLIGIN4,
SHANK?2, SHANK3, and CNTNAP2 en individuos con autismo. Estas proteinas son glicoproteinas
de adhesidn a la superficie celular y forman parte del mecanismo primario a través del cual se
elaboran las conexiones de los axones y las dendritas en las sinapsis neuronales (Betancur et al.

2009).

Para analizar el papel de cada una de estas anomalias genéticas en la etiologia y
sintomatologia del TEA, se han generado mutaciones genéticas homodlogas en animales de
experimentacion, particularmente en ratones. Algunos de los modelos mas importantes en el

campo son:
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Ratén knockout de Shank3: Existen 5 lineas mutantes para Shank3 y, de acuerdo al sitio

en el que se inserta la mutacion, se observan distintos fenotipos [revisado en (Crawley, 2012)].
Por ejemplo, insertando la mutacién en el sitio de unién Homer se observd una mayor
interaccion social, principalmente en forma de agresién, mientras que mutaciones en el dominio
PDZ generaron un fenotipo mas severo, incluyendo un auto-acicalamiento exacerbado,
sociabilidad alterada y una reduccién en la transmisién excitatoria cértico-estriatal (Peca et al.
2011).

Sindrome de Fragil X: este sindrome es causada por la mutacion del gen FMR1, presente

en el cromosoma X. El aumento de repeticiones del triplete CGG (>200) silencian el gen FMR1,
causando la deficiencia de la proteina FMR1P. Esta proteina normalmente se encuentra
expresada en el cerebro e inhibe la sintesis de un gran nimero de proteinas. Aproximadamente
el 30% de los individuos que presentan el sindrome de Frdgil X cumplen con el criterio de
diagndstico para TEA y, ademas, muchas de los problemas en la desregulacion celular que se
observan en individuos con mas de 200 repeticiones CGG como en individuos con pre-mutacion
(menos de 200) son similares a las alteraciones celulares que han sido documentadas en casos
de autismo que no presentan la mutacién de fragil X, por ejemplo, la desregulacion de los
receptores de glutamato (Hagerman, Hoem, and Hagerman 2010). Se ha reportado que ratones
con una mutacidn Unica en FMR1 muestran alteraciones en la potenciacion de largo plazo,
comportamientos sociales alterados, y comportamientos relacionados a la ansiedad (Mineur,
Huynh, and Crusio 2006). De esta manera, los ratones nulos para FMR1 son un buen modelo

para estudiar las vias convergentes entre el sindrome de fragil Xy el autismo.

1.7.2. Modelos ambientales de autismo

Dado que, como se menciond previamente, la tasa de concordancia entre gemelos
idénticos no es del 100%, también deben tenerse en cuenta las causas ambientales vy
epigenéticas del autismo en los modelos animales para este desorden. Entre los modelos

ambientales de autismo mds importantes, se destacan los inflamatorios y los farmacoldgicos.

Modelos inflamatorios. Como se menciond previamente, se ha demostrado que el
ingreso hospitalario debido a una infeccion viral materna en el primer trimestre o a una infeccién
bacteriana materna en el segundo trimestre se asocian con el diagndstico de TEA en la
descendencia (Atladdttir et al. 2010). Teniendo esto en cuenta se desarrollaron modelos que se
basan en la exposicion prenatal a infecciones virales o bacterianas. Se observé que la infeccidn
respiratoria de ratonas prefiadas (tanto las cepas BALB/c como C57BL/6) con el virus de la

influenza humana produce descendencia que muestra respuestas conductuales alteradas en la
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edad adulta, entre las que se presentaron alteraciones en los comportamientos sociales (Shi et
al. 2003). En este mismo trabajo también se plantearon si las alteraciones observadas se debian
a la infeccion viral del feto o a una reaccidn de la respuesta inmune materna. Para contestar
esto, se propusieron evocar la respuesta inmune en la madre (MIA por sus siglas en inglés:
Maternal immune activation), pero sin usar el virus sino inyectando un andlogo sintético de la
doble cadena de ARN, el acido polyinosinico-polycitidilico, Poly(l:C). Los animales inyectados
prenatalmente con Poly(l:C) presentaron los fenotipos mas importantes del TEA como
alteraciones en la sociabilidad, en la comunicacién y comportamientos estereotipados o
repetitivos [revisado en (Lammert and Lukens 2019)]. Entre estos trabajos, algunos protocolos
consistieron en una inyeccion de Poly(l:C) en el dia gestacional 9.5 y encontraron que los ratones
tratados presentaron alteraciones en la sociabilidad (Shi et al. 2003). En otros trabajos, en las
crias inyectadas prenatalmente en el dia gestacional 12.5 con Poly(l:C) se observaron
alteraciones en la sociabilidad (Smith et al. 2007), alteraciones en las vocalizaciones ultrasénicas
a P8 y un aumento en los comportamientos repetitivos o estereotipados en los ensayos de

enterramiento de canicas y de auto-acicalamiento (Hsiao et al. 2013; Malkova et al. 2012).

Modelos farmacolégicos. Como se mencioné previamente, un factor de riesgo
importante en el autismo es la exposicidon a fdrmacos en el periodo prenatal, entre ellos el VPA
(Williams et al. 2001). En base a este andlisis epidemioldgico se desarrollé el modelo de VPA en
roedores, que consiste en la exposicion prenatal a VPA entre el dia gestacional 11.5 al 13, previo
al cierre del tubo neural (Rodier et al. 1997; Wagner et al. 2006). Este modelo ha sido
ampliamente utilizado y validado (Nicolini and Fahnestock 2018), y se han reportado
alteraciones que recapitulan los fenotipos observados en autismo, como disminucion en la
sociabilidad, presencia de comportamientos repetitivos y alteraciones en la comunicacion
(Lucchina and Depino 2014; Schneider and Przewtocki 2005). También se han reportado
alteraciones en el modelo VPA en los comportamientos relacionados a la ansiedad y la
depresion, que son patologias que muestran alta comorbilidad con el autismo (Campolongo et
al. 2018). Si bien el mecanismo a través del cual actua el VPA no se conoce con claridad, se
apunta al rol que presenta el VPA como inhibidor de deacetilasas de histonas (Phiel et al. 2001),
y de hecho se han observado efectos similares a la exposicidn prenatal a VPA cuando se utilizan

inhibidores especificos de acetilasas como la tricostatina A (Kawanai et al. 2016).

Estos datos sugieren que el VPA es un buen modelo porque presenta validez de
apariencia, ya que los ratones presentan alterados comportamientos relacionados al TEA, y
también presenta validez de construccién debido a que los nifios expuestos prenatalmente a

VPA presentaron una incidencia aumentada de autismo. Por ultimo, se reportd que los déficits
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de sociabilidad después de la exposicién prenatal al VPA son rescatados por el enriquecimiento
social temprano en ratones (Campolongo et al. 2018), lo cual sugiere que el modelo VPA también

presenta cierta validez predictiva.

1.8.  ¢éPor qué incluir hembras en estudios con modelos experimentales?

En los ultimos 30 afos una serie de sucesos alertaron a la comunidad cientifica respecto
al rol del sexo en ciencia y del género en medicina que venian siendo subestimados y
desestimados. Un informe de la Oficina de control y fiscalizacidn general de Estados Unidos (U.S.
Government Accountability Office 2001) al gobierno de Estados Unidos en 2001 alertaba que,
en los ultimos afios, 8 de cada 10 drogas que habian sido retiradas del mercado presentaban
efectos adversos mas comunes o mds severos en mujeres que en hombres, o que los
tratamientos presentaban malos resultados sélo en mujeres. Por ejemplo, el Zolpidem, un
somnifero ampliamente utilizado, causaba mayor incidencia de accidentes de transito en
mujeres porgue no se realizaba un ajuste de dosis respecto al sexo. Por otro lado, también se
estd tomando consciencia de que los criterios de diagndstico para distintas enfermedades y
desérdenes no son los mismos para varones que para mujeres, y que esto lleva a un sesgo en el
diagnéstico y en los tratamientos. Por ejemplo, como se menciond mas arriba, en el TEA se ha

reportado un diferente fenotipo en varones que en mujeres (Giarelli et al. 2010).

Frente a estos antecedentes, el Instituto Nacional de la Salud de Estados Unidos (NIH,
por sus siglas en inglés) introdujo “un acto de revitalizacion” (Shepherd 1994), que requeria la
inclusion de mujeres en investigacion clinica financiada por el NIH. Luego, en 2014 el NIH
implementd una politica (Clayton and Collins 2014) que requiere a los solicitantes reportar en
sus proyectos un balance por sexo en estudios preclinicos, a menos que la exclusidon de uno de
los sexos esté rigurosamente justificada. En noviembre de 2017 anunciaron una enmienda [NOT-
OD-18-014] a las Politicas y Pautas del NIH sobre la inclusién de mujeres y minorias como sujetos
en la investigacidn clinica, estipulando que los resultados del analisis de subgrupos (incluidos el

sexo o género del sujeto) debe reportarse a clinic-trials.gov.

Lamentablemente, estas nuevas politicas no fueron acompafiadas por una revolucién
correspondiente en los disefios experimentales, el analisis de células o la investigacidén en
animales. A pesar de la abundante evidencia de diferencias entre sexos en los efectos de drogas
y en los comportamientos no sexuales en ratas y ratones, la mayoria de los investigadores
continlan trabajando con animales macho exclusivamente (Hughes 2007). En un analisis de los
articulos publicados entre febrero de 2005 y septiembre de 2006 en cinco revistas con alto

impacto que abarcaban las dareas del estudio del comportamiento y la farmacologia,
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encontraron que mas del 80% de los estudios fueron llevados a cabo en machos tanto en ratas
como en ratones (Hughes 2007). Otro estudio evalud el sesgo por sexo en 10 campos de la
Biologia y encontraron sesgo masculino en ocho disciplinas, donde la mas extrema era la
neurociencia, con estudios realizados en machos superando a los realizados en hembras en una

proporcién 5.5 a 1 (Beery and Zucker 2011).

Cabe destacar que los estudios llevados a cabo en cultivos celulares no son la excepcion.
El trasplante de células madre derivadas de musculatura regenera el musculo enfermo. Por
afios, los investigadores y las investigadoras se preguntaban respecto a la no predictibilidad de
la respuesta generativa, a veces rdpida, a veces muy lenta. En 2007, un grupo liderado por
Johnny Huard pudo explicar esta variabilidad, demostrando que las células musculares tomadas
de ratones hembra regeneraban mucho mas rapido que las que eran tomadas de ratones macho

(Pollitzer 2013).

Respecto al sesgo reportado en neurociencias, se observd que incluso cuando el sexo es
informado, esto no se hace claramente hasta el final en los resultados, o a veces estd disponible
solo en las figuras suplementarias (Beery 2018). Es notorio que el sesgo existente en los trabajos
con animales no refleja la diferencia de tendencia entre hombres y mujeres a padecer
desérdenes o enfermedades. Asi, el porcentaje de mujeres diagnosticadas con determinada
enfermedad excede al porcentaje de sujetos hembras no humanas en estudios de esa condicion.
Por ultimo, vale mencionar que los estudios conducidos por autoras mujeres correlacionan
positivamente con la inclusién de ambos sexos en los disefios experimentales y con el andlisis

por género/sexo (Beery 2018).

Los argumentos mds recurrentes en contra de la inclusién de hembras en modelos
experimentales son los que se detallan abajo. A continuacién, discutiré por qué estos

argumentos estan equivocados:

1. Argumento: “Las hembras son mas variables debido, en gran parte, al ciclo estral”.

Respuesta: En un meta-andlisis de 293 articulos donde analizan los rasgos conductuales,
morfoldgicos, fisioldgicos y moleculares en ratones machos y hembras, sin tener en cuenta la
etapa del ciclo estral, encontraron que la variabilidad no fue significativamente mayor en las
hembras que en los machos (Prendergast, Onishi, and Zucker 2014). Reportaron ademas que la
forma en que los animales son alojados aporta mucho mds a la variabilidad que el sexo de los

individuos.

2. Argumento: “La inclusién de hembras puede conducir a una sobreestimacion de las

diferencias de sexo / género humano, especialmente en el cerebro y el comportamiento”.
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Respuesta: Por el contrario, en algunos casos, pequeias diferencias fenotipicas provienen de
diferencias fundamentales en los mecanismos subyacentes. Se han documentado multiples
diferencias de sexo en las vias subyacentes de los comportamientos sociales en machos y
hembras, incluso cuando los machos y las hembras exhiben comportamientos similares como

es el caso del cuidado de las crias en los topillos de |la pradera (De Vries 2004).

3. Argumento: “La inclusion de hembras en los experimentos disminuye el poder
estadistico debido a la mayor dispersiéon de los datos y a los tamafios submuestrales mas
pequefios de cada sexo”. Respuesta: Los disefios factoriales pueden evaluar los principales
efectos del tratamiento y el sexo con la misma potencia que los ensayos pareados, sin necesidad

de aumentar el tamafio de la muestra (Beery 2018).
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Hipotesis y
objetivos



En base a los antecedentes expuestos, se plantearon las siguientes hipétesis de trabajo:

El periodo comprendido entre P21 y P35 es critico para determinar los niveles

de sociabilidad adultos, y las experiencias como la manipulacién juvenil durante este

periodo modulan el desarrollo conductual a largo plazo.

. Existen diferencias sexuales en los comportamientos relevantes al autismo y

estas diferencias son determinadas por el proceso de masculinizacién del cerebro.

. La masculinizacion del cerebro es necesaria para que la exposicion prenatal al

VPA afecte los comportamientos relacionados con el autismo, las alteraciones

neuronales y la gliosis.

El objetivo general de esta tesis consiste en identificar mecanismos neurofisiolégicos que actuan

en el cerebro postnatal y contribuyen a determinar los niveles de sociabilidad en ratones adultos

machos y hembras. A su vez, los objetivos especificos propuestos en esta tesis son:

° Evaluar los efectos de la manipulacion juvenil sobre las alteraciones

conductuales y fisioldgicas provocadas por la administracion prenatal de VPA en

machos.

° Estudiar las diferencias sexuales en los comportamientos relevantes para el

autismo y evaluar el rol de la masculinizacion del cerebro en estos comportamientos a

través de un modelo de exposicion neonatal a estradiol en hembras.

. Estudiar los efectos de la exposicidn postnatal a estradiol en ratones hembra

que fueron expuestas a VPA en el dia de gestacion 12.5.
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2.Materiales 'y
métodos



2.1. Animales

Para realizar todos los experimentos incluidos en esta tesis, se usaron ratones (Mus
musculus) de la cepa exocriada CrlFcen:CF1 que se obtuvieron del Bioterio Central de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Todos los animales fueron
criados en el Bioterio Central de la FCEN y fueron sometidos a un régimen de 12:12 horas de
luz:oscuridad (comienzo de la etapa luminica a las 6.00 a.m.) y a una temperatura de 20-222C.
Las medidas de las jaulas de residencia fueron 18 cm de ancho x 29 cm de largo x 12 cm de alto.
Todos los animales disponian de comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos
experimentales fueron realizados de acuerdo con las normas para el uso de animales de
laboratorio del National Institute of Health, Washington DC, USA y aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Exactas

y Naturales, Universidad de Buenos Aires (Protocolos CICUAL Nro. 128 y 128b).

2.2.  Apareo

Se utilizaron animales adultos de 8 semanas de edad. Previo al comienzo del apareo, se
habituaron a la sala los machos, en jaulas individuales, y las hembras, en jaulas de a cuatro,
durante una semana. El primer dia de apareo, entre las 14 y 15hs, se colocaron dos hembras
nuliparas junto a un macho en la jaula donde éste fue habituado. Durante los siguientes cuatro
dias se chequed la presencia/ausencia de tampdn vaginal de semen, a las 9 am. El dia en que se
observo tapén vaginal fue considerado como el dia gestacional (DG) 0.5, y en ese caso, cada
hembra fue devuelta a su jaula original. Luego de cinco dias, todas las hembras,

independientemente se les haya observado tapon vaginal o no, fueron devueltas a su jaula.

2.3.  Tratamiento prenatal

Se utilizé un protocolo modificado de Lucchina and Depino, 2014. En el DG 12.5 se asignd
aleatoriamente el tratamiento a cada hembra y fueron inyectadas de manera subcutanea con
600 mg/kg de acido valproico (VPA) en solucion salina (VPA; Sigma, St. Louis, MO, USA). Las
hembras control fueron inyectadas con vehiculo (SAL, NaCl 0.9%). Luego de las inyecciones, las

hembras fueron alojadas en jaulas individuales hasta el nacimiento de sus crias.
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2.4.  Nacimiento y destete

El dia de nacimiento, después de aproximadamente 18-20 dias de gestacion, fue
considerado como el dia postnatal (P) 0. Se usaron solamente camadas entre 5 y 10 crias. Si el
tamafio de la camada era mayor a 10 crias, las crias excedentes fueron sacrificadas en P1 o P2
para evitar efectos del tamafio de la camada. No se cambid la viruta de las jaulas hasta luego de
una semana que las hembras hubieran parido para no alterar el nido. En P21 las crias fueron
destetadas y se armaron jaulas por tratamiento. En cada jaula se colocaron 4-5 ratones macho
0 5-6 ratonas hembras. De esta manera, en todos los experimentos, el tratamiento prenatal de

todos los animales de cada jaula correspondia a VPA o SAL.

2.5. Tratamiento postnatal
2.5.1. Manipulacidon postnatal

Para este experimento, se utilizaron ratones machos, ya que se observd previamente
que la administracion prenatal de VPA produce alteraciones en la sociabilidad solamente en
machos (Kazlauskas et al. 2019). En P21, todos los animales fueron destetados en jaulas que
contenian de tres a cinco animales correspondientes al mismo tratamiento prenatal y se asigng,
aleatoriamente, el tratamiento postnatal a las jaulas: manipulacién juvenil (MJ) y control (CT).
De esta manera, todos los animales fueron destetados en jaulas que contenian el mismo
tratamiento pre y postnatal, y el disefio involucrd cuatro grupos experimentales: SAL-CT, SAL-
MJ, VPA-CT and VPA-MJ. Las sesiones de manipulacién fueron llevadas a cabo desde P22 hasta
P34y dia de por medio, por lo que cada animal experimentd 7 sesiones de manipulacién durante
este periodo. El protocolo que utilizamos fue tomado de Todeschin et al., 2009: En cada sesion,
cada animal fue manipulado utilizando guantes de latex, durante 3 minutos, usando ambas

manos.
2.5.2. Estradiol

Para imitar la exposicién a hormonas gonadales de machos en hembras, se llevé a cabo
el protocolo de masculinizacién descripto en Villa et al., 2018. En cada camada se eligieron
aleatoriamente entre dos y cuatro hembras para cada tratamiento. Los animales fueron
inyectados de forma subcutdnea (s.c.) en P2, P5y P8 con 5 ug de 17B-estradiol benzoato (E2)
(Sigma, St. Louis, MO, USA), disuelto en 50 pl de aceite de sésamo (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Los animales control (OIL) fueron inyectados con 50 ul de aceite de sésamo. Como fueron

inyecciones previas al destete, para diferenciar el tratamiento se marcaron las crias con un
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marcador indeleble en las extremidades. A partir de P8-9, cuando se observd la presencia de

pelo, las crias fueron marcadas con acido picrico (solucién 1.2 %; BioChemica).

2.6.  Ensayos conductuales

La mayoria de los ensayos conductuales fueron realizados en animales adultos (a partir
de las 8 semanas de vida), excepto el comportamiento postnatal que fue analizado entre P1y
P21, y el juego juvenil que se analizdé en P21. Los ensayos que se llevaron a cabo durante la
adultez se realizaron con un intervalo de una semana entre ensayos para maximizar la
independencia entre los resultados de los distintos ensayos. En el caso que hubiera mas de una
cohorte para cada experimento, los ensayos se repitieron en el mismo orden. La mayoria de los
ensayos se llevaron a cabo durante el periodo de luz, entre las 9.00hs y 17.00hs, salvo en el caso
de los ensayos de laberinto en Y, habituacidon/deshabituacion olfatoria, preferencia olfatoria,
test de marcacién de orina y juego juvenil que fueron realizados en periodos de oscuridad para

maximizar los niveles de exploracion.

Antes de comenzar con cada ensayo, a menos que se especifique lo contrario, los
ratones fueron habituados en sus jaulas en la sala de evaluacién durante 30 minutos. Se utilizé
un sistema de seguimiento digital (ANY-maze, Stoelting, IL, USA) para grabar, registrar
locomocidny, en algunos casos, la posicidon en el laberinto del animal testeado, ademas de para
registrar comportamientos especificos a lo largo del tiempo y en las distintas zonas de las arenas.
Entre sesiones, los laberintos se limpiaron con etanol 20% y con papel descartable, excepto los
elementos y laberintos de acrilico que se enjuagaron con abundante agua y luego fueron

secados.
2.6.1. Andlisis del comportamiento postnatal y de marcadores tempranos del desarrollo
Estos ensayos se llevaron a cabo como se describe en Kazlauskas et al., 2016.

Marcadores tempranos del desarrollo. Con el fin de evaluar cdmo los tratamientos

afectan el desarrollo postnatal, evaluamos los marcadores fisicos que aparecen en dias
determinados y sirven de parametros para determinar el normal desarrollo. Para esto,
registramos el dia postnatal en que: 1) los ratones abrieron sus ojos, 2) se observé aparicién de
pelo, 3) se observaron las pinas separadas de la cabeza. Ademas, cada cria fue pesada entre P2

y P20 para evaluar crecimiento somatico.

Reflejo de enderezamiento. La cria fue colocada de espaldas sobre una superficie plana

y se midio el tiempo necesario para volver a la posicidén natural (las cuatro patas sobre el piso).
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Con una tolerancia maxima de 60 s. Este reflejo fue evaluado entre P3 y P8, ya que es la ventana

temporal cuando se registré diferencias entre SAL y VPA en hembras (Kazlauskas et al. 2016).

Fuerza de Agarre. Cada cria fue ubicada en la superficie de una reja metalica. Luego, la

grilla fue invertida, de manera que la cria tenia que agarrarse a la grilla para evitar caerse. Se
midié la latencia a caerse con una tolerancia mdxima de 60 s. Este ensayo fue realizado de P11

a P17.

Ensayo de sobresalto acustico. Cada cria fue evaluada por la presencia / ausencia de

respuesta a un estimulo acustico (chasquido de dedos) ejecutado 10 cm por encima de la cria.

Este ensayo fue realizado entre los dias P11y P19.

Geotaxis negativa. Cada cria fue colocada en una reja inclinada a 452 con la cabeza

orientada hacia abajo. Se midio la latencia a girar 1802 con una tolerancia maxima de 60s. El

ensayo se llevé a cabo entre P11y P17.
2.6.2. Juego juvenil

Para evaluar el compromiso en juego social juvenil, seguimos el protocolo detallado
previamente (Campolongo et al., 2018). Brevemente, en P20 armamos parejas E2-E2 y OIL-OIL
entre no hermanas de peso similar (0. 8 £ 0.205 g). En P21, los ratones fueron aislados en la sala
de testeo durante 30 minutos en su jaula de residencia, bajo luz tenue (10 lux). Luego, cada
animal por separado fue habituado a la arena de testeo (construida con PVC espumado negro
de 30 cm x 30 cm x 30 cm) durante 10 minutos. Luego, ambos animales fueron colocados en el
laberinto durante 30 minutos. El comportamiento fue registrado con una cdmara que tomaba
las imagenes desde arriba de la arena. Fueron evaluados ambos ratones de la pareja. Evaluamos
frecuencia de solicitacion de juego (pasar por arriba, pasar por abajo y aproximaciones), tiempo
transcurrido en comportamientos afiliativos (lado a lado, acicalamiento social, o auto-
acicalamiento al lado de otro ratén), tiempo invertido en comportamientos no sociales
(exploracién, auto-acicalamiento y tiempo sentado sdélo). Cada comportamiento fue
cuantificado posteriormente por dos experimentadores entrenados y ciegos a los tratamientos,
con la ayuda del software Any-maze. La reproducibilidad del experimento fue confirmada

gracias a la coherencia de los resultados de ambas cuantificaciones.
2.6.3.  Ensayo de interaccidn social

El ensayo se llevé a cabo, como se describié previamente en Depino et al., 2011. El
ensayo consiste en dos etapas, una de habituacion de 5 minutos de duracidon y otra de

evaluacion propiamente dicha de 10 minutos de duracién. Se ilumind la sala con 10 lux. Se usé
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una caja rectangular negra de 40.6 cm de largo por 15 cm de ancho por 23 cm de largo. Este
laberinto consta de 3 camaras interconectadas. A las cajas se les agregé viruta en la base y se
situaron dos cilindros transparentes de acrilico, uno a cada lado. Estos cilindros tienen 15cm de
alto por 8cm de didmetro y presentan multiples agujeros de 1 cm de diametro que permiten
que el ratén que estd siendo evaluado pueda oler e investigar con su hocico hacia adentro del

mismo.

Previo al comienzo de cada ensayo, se designé aleatoriamente a una de las cdmaras
laterales como “lado social” y la otra cdmara lateral como “lado no social”. Para la habituacién
los cilindros se colocaron vacios, tapados con una placa de Petri de plastico y se permitié que el
ratén explorara libremente por las tres camaras durante 5 minutos. Una vez finalizada la
habituacion, sin sacar al raton evaluado del laberinto, se colocd un objeto en el cilindro del “lado

|Il

no social” y un ratén estimulo en el cilindro del “lado social”. El objeto era de tamafo y color
similar al de un ratén, y los estimulos que se usaron tenian entre 21y 35 dias de vida, y eran del
mismo sexo y cepa que el ratdn evaluado. Transcurridos los 10 minutos, cada ratdn fue pesado
y devuelto a su jaula. A partir de los videos, se contabilizé el tiempo en el que el ratdn investigd
cada cilindro. Se consideré como investigacion, cada vez que el hocico del ratén estaba a menos

de 1 cm del cilindro.
2.6.4. Tarea de habituacion y reconocimiento de la novedad social

Este protocolo fue tomado de Hornberg et al., 2020. Para este ensayo utilizamos las
mismas arenas de juego juvenil (construidos en PVC espumado, de 30 cm x 30 cm de base y 30
cm de altura). Cada animal fue habituado al laberinto durante 30 minutos. El ensayo consistio
en cinco presentaciones consecutivas de un raton estimulo, de 2 minutos cada una, con
intervalos de 5 minutos entre cada presentacidn. Los estimulos que se usaron tenian entre 21y
35 dias de vida, y eran del mismo sexo y cepa que el ratdn testeado. En las primeras cuatro
presentaciones se le presenté al ratén evaluado el mismo ratén estimulo, mientras que en la
quinta presentacidn se utilizd un estimulo novedoso para el ratén experimental. De esta
manera, la habituacidn a un estimulo social pudo ser observada entre las presentaciones 1y 4,
mientras que la deshabituacion esta dada por la diferencia de tiempo de interaccidn entre las
presentaciones 4 y 5. Los ensayos fueron filmados y analizados posteriormente con ayuda del
programa Any-maze. Se considerd como interaccién cada vez que el ratdn experimental iniciaba
una accion con el estimulo o cuando la nariz del ratén evaluado estaba a menos de 1 cm del

estimulo social.
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2.6.5.  Ensayo de auto-acicalamiento (SG)

Este ensayo se llevé a cabo como se describe en Depino et al., 2011. Este ensayo no
requiere de los 30 minutos previos de habituacion a la sala. Se usaron unos cilindros de acrilico
transparente de 20 cm de alto y 5.5 cm de didmetro. Se iluminé la sala con 10 luxes. Los animales
fueron habituados en el cilindro los dos dias previos al testeo durante una hora cada dia. Luego
de colocar los animales en el cilindro, se colocd un barbijo para tapar el cilindro y asi impedir
qgue el ratdén pudiera escaparse del mismo. Se pusieron separadores entre los cilindros para
impedir que los ratones pudieran verse entre ellos durante el ensayo. En el dia de la evaluacion
se filmaron los animales desde el lateral durante 10 minutos, luego de un periodo de habituacién
de 10 minutos. A partir de los videos, se contabilizo el tiempo de auto-acicalamiento durante los

10 minutos.
2.6.6. Ensayo de splash de sacarosa

Se siguié un protocolo modificado de Teissier et al., 2020. Luego de los 3 dias
consecutivos en los que se realizd el ensayo de auto-acicalamiento, el cuarto dia se realizo el
ensayo de splash (salpicado) de sacarosa. Este consistié en habituar al ratén al mismo tubo
donde se cuantificé acicalamiento el dia anterior, durante 30 minutos. Luego, cada ratén se saco
del tubo, se rocid con sacarosa 20% en agua destilada (0.5 ml aprox.) y fue devuelto al tubo
donde, durante se filmé su comportamiento durante 10 minutos. Se cuantificé el tiempo en que
cada ratén: 1) se rasco el lomo con las patas delanteras, 2) se pasé las patas delanteras por la

cara, y 3) se rascé el cuerpo con las patas traseras.
2.6.7. Ensayo de campo abierto (OF)

Se utilizd un protocolo modificado de Depino and Gross, 2007. Se utilizd un laberinto de
PVC negro de 45 cm por 45 cm de base y 30 cm de altura. La sala se ilumind de forma de asegurar
100 luxes en el centro de la arena. Al comienzo del ensayo, se colocd al animal mirando al centro,
junto a una de las paredes, equidistante a las dos esquinas mas cercanas. Se permitié al animal
la circulacidn libre en el laberinto durante 30 minutos. Para analizar el ensayo, se definié una
zona central de 23cm por 23cm, mas iluminada y ansiogénica. A partir del programa Any-maze
se obtuvieron los datos de distancia total recorrida, tiempo total en el centro, y distancia
recorrida en el centro. Ademas, en algunos casos, se cuantifico la exploracion vertical y el tiempo

acicalandose.
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2.6.8. Ensayo de suspension por la cola (TST)

Se siguid el protocolo de Lucchina et al., 2010. Se iluminé la sala con 50 luxes. Los
animales fueron suspendidos con una cinta adhesiva envuelta alrededor de la cola
(aproximadamente a 4/5 partes de la base de la cola) y fueron fijados de un alambre a una altura
de 25 cm de una base de madera. El ensayo durd 5 minutos y se contabilizé el porcentaje de

tiempo en que el animal permanecié inmavil.
2.6.9.  Ensayo de natacion forzada (FST)

Se siguid el protocolo como se detalla en Lucchina et al., 2010. Se iluminé la sala con 50
luxes. Se utilizaron vasos de precipitado de 27 cm de altura por 18 cm de didmetro. Se llend con
agua a 24 2C hasta 15 cm de altura, de manera que el ratén no podia tocar la base del vaso ni
con la cola ni con las extremidades posteriores. Cuidadosamente, se colocd el ratén en el agua,
durante 6 minutos. Los animales fueron filmados, y se cuantificd el tiempo inmévil que incluye
cualquier movimiento que sea necesario para balancear el cuerpo y mantener la cabeza por
fuera del agua. Una vez finalizada cada sesidn, cada ratén fue secado con toallas de papel y fue

colocado en una jaula con una manta eléctrica bajo la jaula hasta que se secaron por completo.
2.6.10. Ensayo de marcacion de orina

Para evaluar el patron de marcado territorial se llevd a cabo el ensayo de marcado de
orina (protocolo original de Desjardins et al., 1973; Kimura and Hagiwara, 1985, modificado
segln Wu et al., 2009). Como una estrategia de defensa territorial, los roedores machos, entre
otros mamiferos, marcan su territorio dispersando gotas de orina en todo el piso de la jaula,
mientras que las hembras suelen orinar en los bordes, dejando generalmente unas pocas marcas
de orina, mas grandes y periféricas. Esta prueba no requiere habituacion previa. En una sala
iluminada con 10 luxes, se colocé a cada animal durante 60 minutos en una jaula de igual tamafio
a las residenciales, tapada y con un papel de filtro Whatman en la base. Al final del testeo, cada
animal fue devuelto a su jaula original. El patrén de marcado fue visualizado con iluminacién
ultravioleta y fotografiado. En las imagenes se contabilizaron la cantidad de manchas de orina

totales y cantidad de manchas centrales (manchas que no se encuentran tocando los bordes).
2.6.11. Ensayo de preferencia olfatoria

En este ensayo se mide cuanto prefiere un ratén el olor de hembra por sobre el de
macho. Se siguid un protocolo previamente descripto (Lenz et al. 2019). Se usé un laberinto de
30 cm por 30 cm de base y 30 cm de altura. El ensayo consta de dos etapas: una habituacién de

10 minutos y el ensayo propiamente dicho de 10 minutos. En la habituacidn se colocaron cuatro
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cuencos de cerdmico, uno en cada esquina, de 10 cm de didmetro por 5 cm de altura con viruta
limpia. Para el ensayo, sin sacar al ratén del laberinto, se cambid la viruta de dos de los cuencos.
A uno de los cuencos se le puso viruta de una jaula donde estuvo una hembra adulta receptiva
(pasé por el estadio de estro alguno de los dias) por lo menos durante 5 dias. En otro cuenco,
opuesto al de viruta de hembra, se le puso viruta de una jaula donde residié por 5 dias un macho
adulto con experiencia sexual. Los animales fueron filmados. Se contabilizé el tiempo durante el
cual el animal explora activamente cada uno de los cuencos, esto incluye oler o cavar la viruta,
y se calculé el indice de preferencia por la viruta de hembra como ((tiempo investigando la viruta

de hembra - tiempo investigando la viruta de macho) / tiempo de investigacion total).
2.6.12. Ensayo de privacion de alimentacion en un ambiente novedoso (NSF)

Se siguio el protocolo detallado previamente (Olusakin et al. 2020). Se ilumind la sala
con 100 luxes y se utilizdé un laberinto de PVC espumado (50 cm x 80 cm x 20 cm), con el piso
cubierto con viruta, de manera de cubrir toda la base del laberinto. 24 horas antes de la
evaluacidn, se le retiré la comida de las jaulas a los ratones. Cada ratdn fue pesado antes y
después de la privacién de la comida. Durante el ensayo, 2 pellets de comida fueron colocados
sobre un papel de filtro (12 cm de didmetro), localizado en el centro de la arena. Cada ratén, fue
colocado en la esquina del laberinto y se midié la latencia a aproximarse a oler la comida con
una tolerancia maxima de 5 minutos. Para controlar la ingesta, un dia después del dia del ensayo

los ratones fueron pesados nuevamente.

2.7. Evaluacion del estado reproductivo

Cinco dias después del Ultimo ensayo comportamental, se obtuvieron frotis vaginales
cada dia a lo largo de 2 semanas. Seguimos un protocolo previamente descripto (Byers et al.
2012). Con una pipeta cargada con solucion salina estéril, humedecimos las paredes vaginales
y tomamos una muestra, que fue observada inmediatamente en el microscopio. Los estados del
ciclo estral se determinaron de acuerdo a la proporcién de los tipos celulares presentes y se
clasificaron en:

Proestro: La mayoria de las células corresponden a nucleadas, pueden encontrarse
algunas células cornificadas epiteliales y algunos leucocitos.

Estro: La mayoria de las células que se encuentran son cornificadas.

Diestro: Sélo se encuentran leucocitos.

Metaestro: Células cornificadas y leucocitos polimorfonucleares.
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Finalmente, las hembras fueron sacrificadas, y se realizé una evaluacidn cualitativa de

los ovarios y utero, y fueron clasificamos como normal o atrofiado.

2.8.  Analisis histologico
2.8.1. Procesamiento de los tejidos

Los animales fueron profundamente anestesiados, con una mezcla de 80 mg/kg de
ketamina clorhidrato y 8 mg/kg de xilacina administrada mediante inyeccion intraperitoneal
(i.p.). Luego, los animales fueron perfundidos transcardiacamente con paraformaldehido (PFA)
4 % en 0.1 M de buffer fosfato (PB), pH = 7.2. Los cerebros fueron removidos y fueron dejados
en PFA durante toda la noche a 4°C, y luego criopreservados en solucidn sacarosa 30 % en PB a
4 °C. Para congelar los cerebros, se extrajeron de la sacarosa, cuidando que queden lo menos
himedos posible, fueron envueltos en papel aluminio y fueron llevados al congelador a una
temperatura de -80 °C por lo menos durante 2 horas. Las secciones de 40 um fueron obtenidas
con el cridstato (Shenyang Roundfin, RD-2230), donde los cerebros fueron seccionados, seriados
de a doce, en plano coronal, mientras que los cerebelos fueron cortados en plano sagital y se

seriaron de a 6.
2.8.2. Inmunohistoquimica: cFos

cFos es un gen de expresion temprana que lo usamos para medir actividad neuronal.
Para medir la expresion de cFos se siguié un protocolo previamente descripto (Campolongo et
al. 2018). Brevemente, se utilizdé un anticuerpo primario anti-cFos (1:1000 en suero de burro 1%
en PBS-Tx 0,1 %; EMD Millipore, Burlington, MA, USA), el anticuerpo secundario en burro anti-
conejo conjugado con biotina (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) y el kit ABC
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Luego, las secciones fueron tefiidas con cresyl

violeta (5 mg/ml in 0.6% acido acético).
2.8.3.  Obtencidn y andlisis de imdgenes

Para obtener las imagenes de la inmunohistoquimica anti c-Fos, utilizamos una cdmara
Infinityl (Lumera Corporation, Ottawa, ON, Canada) y un microscopio de campo luminoso
(Olympus CX31, Buenos Aires, Argentina) con una magnificacion de 40X. Contabilizamos nucleos
positivos para cFos en la capa 2 de la corteza piriforme (Pir). Las mediciones fueron realizadas

con la ayuda del software Fiji (Schindelin et al. 2012).
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2.9. Medicion de la concentracién de hormonas en plasma

Para llevar a cabo la medicidn de la concentracion de hormonas en plasma se utilizaron
kits de Elisa (DRG Instruments GmbH, Alemania). En el caso de la medicidn de estradiol se utilizd
el kit EIA-2693 y en el caso de la medicidn de la concentracidn de progesterona se utilizo el kit

EIA-1561. En ambos casos se siguid el protocolo especificado en los kits.
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3.1. Introduccién

Originalmente se considerd al TEA como un desorden que se debia casi exclusivamente
a factores genéticos. Esto se debié a estudios poblacionales que reportaron que la tasa de
concordancia de gemelos monocigdticos era alta (entre 36 % y 91 %), mientras que no se
observaba concordancia entre gemelos dicigéticos (Bailey et al. 2013; Folstein and Rutter 1977;
Steffenburg et al. 1989). Sin embargo, un estudio posterior demostré que, con ciertas
correcciones de la metodologia empleada, la tasa de concordancia entre gemelos dicigéticos
puede alcanzar el 31 % para varones y el 36 % para mujeres (Hallmayer et al. 2011). En este
estudio, ademads, se calcularon parametros estimados a partir de modelos genéticos y
observaron que los modelos que ajustan mejor son los que consideran, ademas de la
heredabilidad genética, al ambiente compartido por los gemelos. Actualmente, hay evidencia
creciente a favor de que los factores epigenéticos y ambientales tienen un rol en la
susceptibilidad al TEA (Persico and Bourgeron 2006), mientras que sélo alrededor de 10-20 % de
los individuos con TEA presentan una etiologia genética conocida (Folstein and Rosen-Sheidley
2001). Ademas, la mayoria de los estudios que examinan las contribuciones ambientales y
genéticas a la etiologia del autismo han analizado ambos factores por separado, en vez de
considerar el rol de las interacciones entre genes y ambiente, un enfoque que podria sugerir
nuevos mecanismos etioldgicos involucrados en el TEA (Bolte et al. 2019). Podriamos decir,
entonces, que la probabilidad de desarrollar autismo depende de la predisposicidon genética y
su interaccidn con el ambiente que, a su vez, dependiendo si es perjudicial o enriquecido, puede
favorecer la aparicién de sintomas y exacerbarlos, o moderar la severidad del TEA y hasta

proteger a los individuos de presentar los sintomas del desorden.

Entre los factores ambientales protectores y moderadores, el enriquecimiento social
temprano puede tener un profundo impacto durante el desarrollo de nifios con riesgo a
presentar autismo. De hecho, estudios clinicos indican que estrategias que favorecen la
interaccion social temprana pueden promover habilidades sociales en nifios afectados por TEA
(Dawson 2008; Hwang and Hughes 2000). A pesar de que no se conocen los mecanismos de
accion, el enriquecimiento social temprano puede alterar la expresidn génica, el desarrollo del
cerebro y el comportamiento en niflos con TEA (Dawson 2008). De acuerdo con estas
observaciones clinicas, nuestro grupo ha demostrado previamente que destetar animales VPA
con animales SAL en el P21, rescata el fenotipo social en animales VPA adultos respecto a
animales que crecieron con otros animales VPA (Campolongo et al. 2018). Esta evidencia sugiere
que hay un periodo critico entre P21 y P60, durante el cual factores ambientales tales como

interacciones sociales diarias entre pares, pueden determinar los niveles de sociabilidad.
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Curiosamente, en un estudio no publicado hemos observado que machos expuestos
prenatalmente a VPA que recibieron inyecciones intraperitoneales entre P22 y P34 mostraron
niveles de sociabilidad similares a los controles en la adultez, revirtiendo de esta manera las
alteraciones que se observan tipicamente en animales VPA (datos no publicados). Nuestra
hipétesis es que este efecto se debid a la manipulacién de los animales durante ese periodo,

que fue la minima y necesaria para llevar a cabo las inyecciones.

El término “Manipulacién” (handling en inglés) se refiere a la interaccion del
experimentador con el animal, y generalmente es llevada a cabo para habituar a los roedores a
una determinada situacién experimental para reducir el estrés. Por otro lado, la Manipulacién
es también uno de los primeros modelos que se ha utilizado para investigar los efectos a largo
plazo de la experiencia temprana en el desarrollo del cerebro. Estudiar los efectos de la
manipulacion postnatal en el desarrollo del cerebro ayudd a entender cdmo cambios sutiles en
el ambiente temprano pueden alterar las trayectorias del neurodesarrollo consideradas tipicas
(Raineki, Lucion, and Weinberg 2014). La mayoria de los protocolos de manipulacién se basan
en los estudios fundacionales de Seymour Levine, quien estudid los efectos a largo plazo de las
experiencias tempranas en el desarrollo postnatal. El modelo original consistié en manipular los
animales durante 3 minutos desde P1 hasta P20 (Levine, Chevalier, and Korchin 1956), pero
desde entonces se han reportado multiples protocolos y diferentes resultados. A pesar de que
la manipulacion experimental no reproduce un estimulo ambiental natural, los efectos a largo

plazo reportados indican que la manipulacién recluta vias biolégicamente relevantes.

Dados los resultados previos de nuestro laboratorio, y que, a pesar de que se han
reportado multiples efectos de la manipulacién postnatal sobre la conducta, pocos trabajos
describen efectos sobre la sociabilidad, y ninguno lo hace cuando la manipulacién es post-
destete, me propuse como objetivo investigar como la manipulacién juvenil (MJ) entre P22 y
P34 afecta el fenotipo del modelo VPA en ratdn. Para esto, se evaluaron los efectos de la MJ en
comportamientos relevantes al autismo que son, ademas, afectados por la exposicion prenatal
a VPA: sociabilidad (ensayo de interaccidén social), comportamientos repetitivos (ensayos de
auto-acicalamiento y laberinto en Y) y comportamientos relacionados a la depresidén (ensayos

de suspensién por la cola y de natacidn forzada).

En nuestro laboratorio, hemos identificado a la corteza piriforme (Pir) como una
estructura afectada por la exposicién prenatal a VPA y por el enriquecimiento social. La Pir en
los machos VPA estd caracterizada por un aumento en la actividad neuronal, y se ha reportado

que la estimulacidn social revierte esta alteracion, sugiriendo de esta manera que la Pir podria
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ser un componente clave en el circuito social del cerebro (Campolongo et al. 2018). Aqui,
evaluamos el efecto de la manipulacién juvenil en la actividad neuronal basal de la Pir. Para ello,

analizamos la expresion de un marcador de actividad neuronal, el factor de trascripcion cFos.

Se observé que los animales VPA presentaron una disminucién en la sociabilidad, un
incremento en los comportamientos repetitivos y en el tiempo de inmovilidad en el ensayo de
natacion forzada, y que la MJ puede revertir las alteraciones generadas por el VPA. Finalmente,
se observd un aumento en la actividad neuronal en la Pir en los animales VPA, mientras que la

MJ restituyd los niveles de actividad a valores similares al control.

3.2.  Disefio experimental

Para esta seccién se utilizaron dos cohortes. La cohorte 1 consistié en 16 camadas (8 SAL
y 8 VPA). De cada camada se eligieron aleatoriamente cuatro machos como maximo a los que
se les asignd un tratamiento juvenil: Manipulaciéon juvenil (MJ) o control (CT) de manera que,
como maximo, en cada camada se obtuvieron 2 machos MJ y 2 machos CT. De esta manera, de
adultos, se testearon 8 SAL-CT, 8 SAL-MJ, 7 VPA-CT y 10 VPA-MJ. La cohorte 2 consistid en 11
camadas (7 SALy 4 VPA), donde de cada camada se eligieron aleatoriamente hasta 2 machos (1
MJy 1 CT)y se testearon de adultos 7 SAL-CT, 7 SAL-MJ, 3 VPA-CT y 4 VPA-MJ. Luego, se eligieron
5 animales de cada tratamiento de la cohorte 1 para cuantificar células cFos-positivas en la Pir.
Los dias en los que se llevd a cabo cada tratamiento, asi como el orden de los ensayos

conductuales en adultos se muestran en la figura 3.1.

3.3. Estadistica

En este capitulo se utilizé el programa R (R Core Team 2021) con la libreria ImerTest
(Kuznetsova, Brockhoff, and Christensen 2017) para ajustar modelos lineales con efectos mixtos
(LME, por sus siglas en inglés) a cada variable y se agregé a la madre como factor aleatorio.
Cuando los supuestos de linealidad y homocedasticidad no se cumplieron, se ajustaron los datos
a modelos lineales mixtos generalizados (GLMM) con distribucion de Poisson o binomial
negativa, usando la libreria glmmTMB (Brooks, Mollie et al. 2017). Para realizar las
comparaciones post hoc se utilizé la libreria emmeans (Lenth 2021), junto con los métodos
Tukey y de FDR para la correccién del p-valor. Para evaluar la preferencia por cada lado en la

fase de habituacién y la preferencia por el lado social en el ensayo de interaccidn social,
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Figura 3.1: Esquema experimental del disefio metodoldgico. (a) Los ratones macho fueron expuestos a
VPA o SAL prenatal y, luego de ser destetados a P21, entre P22 y P34 fueron sometidos a sesiones de
manipulacién dia de por medio o no fueron manipulados, salvo lo minimo y necesario como para mantener
limpia la jaula. (b) Orden de los ensayos comportamentales en adultos.

utilizamos una prueba t de Student. En todos los casos, se considerd significancia estadistica

cuando p < 0.05.

Para crear un factor de “autismo”, se realizé un analisis factorial exploratorio, seguido
de un andlisis factorial confirmatorio con la ayuda del paquete lavaan (Rosseel 2012). Se
incluyeron seis variables de los ensayos realizados en el analisis que consideramos que mejor
caracterizan los comportamientos relacionados al autismo: indice de sociabilidad (SI) del ensayo
de interaccidn social, tiempo de acicalamiento en el ensayo de auto-acicalamiento (SG), tiempo
de acicalamiento en el ensayo de campo abierto (SG_OF), porcentaje de alternancias en el
ensayo de laberinto en Y (YALT), tiempo inmévil en el ensayo de suspensién por la cola (tTST) y
tiempo inmovil durante los Ultimos 4 minutos en el ensayo de natacion forzada (tFST). Antes de
los andlisis exploratorios, se implementé la prueba de Kaiser-Meyer-Olkin y se obtuvo un MSA
de 0.6. Luego se realizé la prueba de esfericidad de Bartlett donde se obtuvo: ¥?=16.014, df =
15, p = 0.381. Los resultados de estas pruebas indican que los datos disponibles son apropiados
para un andlisis factorial. Luego, en el andlisis factorial confirmatorio, extrajimos un factor (Aut1)
de todas las variables y corroboramos con las medidas globales de ajuste que el modelo elegido
ajusta bien a los datos (x 2= 3.455, df =9, p = 0.943). Finalmente, estimamos los valores de la
variable latente para cada animal y ajustamos un modelo lineal mixto con la madre como factor

aleatorio.
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Todos los datos de este capitulo, asi como el protocolo del analisis estadistico en R, se
encuentran publicados en el repositorio Open Science Fundation:

https://osf.io/3zbvf/?view only=34d9176268594c3caf43293555760cf0.

3.4.  Resultados
3.4.1. Ensayo de interaccion social

En la fase de habituacidn en el ensayo de interaccién social, ningin grupo mostré
preferencia ni por el lado izquierdo ni el derecho [prueba t de Student pareada, SAL-CT: t (13) =
0.323, p = 0.751; SAL-MJ: t (13) = -1.215, p = 0.246; VPA-CT: t (9) =-0.518, p = 0.617; VPA-MJ: t
(12) =-1.127, p = 0.282; Figura 3.2a]. Se evalué también el tiempo de exploracidn total, que se
obtuvo de la suma de los tiempos oliendo el cilindro de la izquierda y el de la derecha, y no se
observaron diferencias significativas entre los grupos [tratamiento prenatal: F (1, 22.763) <
0.001, p = 0.987; tratamiento juvenil: F (1, 25.145) = 3.188, p = 0.086; Figura 3.2b]. En la fase
social del ensayo de interaccién social, los animales VPA-CT, como se reporté previamente, no
mostraron preferencia por ninguno de los tubos [VPA-CT: t (9) = 1.957, p = 0.082]. Mientras que
los animales control si prefirieron el tubo social [prueba t de Student pareada, SAL-CT: t (13) =
4.482, p < 0.001; SAL-JH: t (13) = 4.598, p < 0.001; Figura 3.2c]. También pudimos observar que
en los animales VPA-MJ, la MJ fue suficiente para rescatar los niveles de sociabilidad [prueba t
de Student: t (12) = 4.263, p = 0.001; Figura 3.2c]. No observamos diferencias en el indice de
sociabilidad entre los grupos, si bien se puede ver en la figura una tendencia de los animales
VPA-CT a presentar un indice mas bajo [tratamiento prenatal: F (1,24.657) = 2.077, p = 0.162;
tratamiento juvenil: F (1, 25.156) = 1.174, p = 0.288; Figura 3.2d].
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Figura 3.2: Efecto de la manipulacidn juvenil sobre la sociabilidad en animales expuestos prenatalmente
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a VPA. Fase de habituacién del ensayo de interaccidn social: (a) Ningin grupo mostré preferencia por el
lado derecho o izquierdo. (b) No se observaron diferencias significativas entre los grupos en el tiempo de
exploracidn total. Fase social propiamente dicha del ensayo de interaccidn social: (c) Los animales VPA-CT
no mostraron preferencia por el lado social, mientras que en los animales VPA-MJ se lograron rescatar los
niveles de sociabilidad, mostrando preferencia por el animal estimulo respecto al objeto. Prueba t de
Student pareada, ### p <0.001. (d) No se observaron diferencias significativas entre los grupos respecto
al indice de sociabilidad. Los datos se muestran como valores individuales (puntos) y media + S.E.M. (a-c)
o como grafico tipo violin (d). Nsaict = 14-15, Nsai-ms = 14, Nvpact = 10, Nvpa-ms =13.
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3.4.2. Comportamientos repetitivos

Los comportamientos repetitivos fueron cuantificados y analizados en los ensayos de
auto-acicalamiento y de laberinto en Y, asi como en el ensayo de campo abierto. En el ensayo
de auto-acicalamiento encontramos un efecto de interaccién entre los tratamientos prenatal y
juvenil en el tiempo de acicalamiento [F (1, 24.069) = 13.3460, p = 0.001]. El andlisis post hoc
reveld que los animales VPA-CT presentaron un mayor tiempo de acicalamiento respecto a los
demas grupos (Figura 3.3a). Respecto al tiempo de acicalamiento en el ensayo de campo abierto,
se observd un efecto del tratamiento juvenil, donde los animales MJ mostraron menores niveles
de acicalamiento [GLMM, tratamiento prenatal: x? (1, 46) =0.282, p = 0.595; tratamiento juvenil:
x? (1, 46) = 8.022, p = 0.004; Figura 3.3b]. En el ensayo del laberinto en Y también medimos
comportamientos repetitivos. El ensayo consiste en evaluar la exploracion del animal a través
del porcentaje de alternancias. Se espera que los animales tengan un promedio de alternancias
cercano al 60%, lo que significa que cada vez que los animales eligieron un nuevo brazo, es muy
probable que hayan elegido un brazo distinto a los dos ultimos. Si un animal prefiriera quedarse
en uno o dos brazos, el porcentaje de alternancias seria menor al 50% y se puede interpretar
este comportamiento como un patron repetitivo en la conducta. No se observaron diferencias
entre los grupos, ya que todos los grupos presentaron una media de porcentaje de alternancias
cercana al 60% [tratamiento prenatal: F (1, 27.584) = 0.003, p = 0.953; tratamiento juvenil: F (1,
29.736) = 3.243, p = 0.082; Figura 3.3c].

3.4.3. Exploracion y comportamientos relacionados con la ansiedad

Todos los animales manifestaron niveles de exploracion similares. No se observaron
diferencias entre los grupos respecto a la cantidad de eventos de exploracion vertical en el
ensayo de auto-acicalamiento [tratamiento prenatal: F (1, 26.142) = 0.033, p = 0.857;
tratamiento juvenil: F (1, 27.610) = 2.873, p = 0.101; Figura 3.3d], y todos los animales caminaron
distancias similares en los ensayos de campo abierto [tratamiento prenatal: F (1, 48) = 1.545, p
= 0.220; tratamiento juvenil: F (1, 48) = 0.021, p = 0.884; Figura 3.3e] y de laberinto en Y
[tratamiento prenatal: F (1, 23.065) = 1.638, p = 0.213; tratamiento juvenil: F (1, 26.740) = 2.764,
p = 0.108; Figura 3.3f].

En el ensayo de campo abierto también se evalud el porcentaje de distancia recorrida
en el centro, como una medida relacionada a la ansiedad, y se observd que todos los animales
presentaron valores similares en este pardmetro [tratamiento prenatal: F (1, 22.143) =0.922, p

= 0.347; tratamiento juvenil: F (1, 22.861) =0.037, p = 0.849, Figura 3.3g].
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Figura 3.3: Efectos de la manipulacion juvenil sobre los comportamientos repetitivos, la exploracion y
los comportamientos relacionados con la ansiedad en animales expuestos prenatalmente a VPA. (a)
Los animales VPA-CT pasaron significativamente mas tiempo acicalandose que el resto de los grupos en
el ensayo de auto-acicalamiento. Modelo lineal mixto seguido de comparaciones post hoc de Tukey. * p
< 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. (b) Se observd un efecto del tratamiento juvenil en el tiempo de
acicalamiento durante el ensayo de campo abierto. GLMM, efecto de tratamiento juvenil, *p < 0.05. (c)
No se observaron diferencias en la cantidad de alternancias en el laberinto en Y entre los grupos. (d) En
todos los animales se registraron cantidades similares de eventos de exploracién vertical en el ensayo de
auto-acicalamiento. Todos los animales recorrieron distancias similares en el campo abierto (e) y en el
laberintoen Y (f). (g) Ningln grupo presenté conductas relacionadas a la ansiedad en el ensayo de campo
abierto. Los datos se muestran como valores individuales (puntos) y media + S.E.M. Nsarct = 14-15, Nsar-
ws = 14, Nvpa-ct = 10, Nvea-my =13.
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3.4.4. Comportamientos relacionados a la depresion

El ensayo de natacidn forzada (FST, por sus siglas en inglés) y el de suspension por la
cola (TST, por sus siglas en inglés) son ensayos que se utilizan para evaluar conductas
relacionadas con la depresidn. Ambos ensayos se basan en poner al animal en una situacién de
estrés de la que no pueden escapar, donde el animal puede adoptar conductas relacionadas al
escape como nadar en el caso del FST o moverse en el TST, o bien, quedarse inmdvil que seria
un comportamiento de desesperanza (Cryan, Valentino, and Lucki 2005). Asi, el tiempo de
inmovilidad en estos ensayos se asocia a la depresidon ya que se ha visto que drogas
antidepresivas disminuyen la inmovilidad (Castagné et al. 2010; Nagatani et al. 1987; Porsolt,
Bertin, and Jalfre 1977; Porsolt, Le Pichon, and M Jalfre 1977; Steru et al. 1985), y que este
parametro es sensible a distintas manipulaciones neurobioldgicas y comportamentales (Can et

al. 2011; Cryan et al. 2005).

No encontramos diferencias significativas en la inmovilidad en el TST cuando analizamos
el tiempo total, si bien encontramos una tendencia a un efecto prenatal [tratamiento prenatal:
F (1, 25.593) =4.138, p = 0.052; tratamiento juvenil: F (1, 26.114) = 0.181, p = 0.674; Figura 3.4a].
Cuando analizamos el ensayo en segmentos de un minuto, encontramos un efecto del tiempo
[F (4, 192.000) = 26.537, p < 0.001; Figura 3.4b], donde todos los grupos fueron aumentando el
tiempo inmovil por cada minuto, mientras que no encontramos efectos de los tratamientos
prenatal y juvenil significativos [tratamiento prenatal x tiempo: F (4, 192) = 1.435, p = 0.223;
tratamiento juvenil x tiempo: F (4, 192) = 0.168, p = 0.954; Figura 3.4b].

En el FST incluimos en el analisis los 4 minutos finales y encontramos un efecto de
interaccién entre los tratamientos prenatal y juvenil [GLMM, x? (1, 46) = 4.038, p = 0.044]. Luego
llevamos a cabo un analisis post hoc, donde observamos que los animales VPA-CT transcurrieron
mas tiempo inmoéviles que los demas grupos (Figura 3.4c). Luego, el andlisis a lo largo del tiempo
en periodos de un minuto reveld que todos los animales aumentaron el tiempo de inmovilidad
a lo largo del ensayo [x? (5, 282) = 1775.583, p < 0.001; Figura 3.4d] y encontramos un efecto
significativo en la interaccidén de los tratamientos prenatal, juvenil y el tiempo [x2 (5, 282) =

430.755, p < 0.001; Figura 3.4d].
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Figura 3.4: Efectos de la manipulacién juvenil sobre los comportamientos relacionados a la depresion
en animales expuestos prenatalmente a VPA. (a) No se encontraron efectos de los tratamientos prenatal
y juvenil en el TST. Modelo lineal mixto. (b) El analisis a lo largo del ensayo revel6 un efecto del tiempo,
donde todos los grupos aumentaron su tiempo de inmovilidad a medida que avanzé el ensayo, pero sin
efectos de los tratamientos. (c) En el FST, se encontrd una interaccién entre los tratamientos prenatal y
juvenil, y la prueba post hoc reveld que el grupo VPA-CT se mantuvo mas tiempo inmévil que los demas
grupos. Modelo mixto lineal generalizado usando la distribucién de Poisson, seguido de comparaciones
post hoc FDR, * p < 0.05. (d) Cuando se analizo el FST en segmentos de un minuto, todos los animales
fueron aumentando el tiempo que transcurrieron inméviles y se encontrd una interaccion significativa
entre los tratamientos prenatal y juvenil, y el tiempo. Los datos se muestran como valores individuales
(puntos) y media + S.E.M. Nsai-ct = 15, Nsat-ms = 14, Nvpact = 10, Nvpa-my =13.

3.4.5. Actividad neuronal

Nuestro grupo demostrd previamente que los ratones expuestos prenatalmente al VPA
tienen un metabolismo de la glucosa alterado en la corteza piriforme (Pir) y una actividad
neuronal aumentada en esta regidn respecto a los controles (Campolongo et al. 2018). Ademas,
en el mismo estudio se observd que estas alteraciones se revierten cuando los animales VPA son
criados junto a animales control, lo que interpretamos como una respuesta positiva a la

estimulacién social que los animales SAL ejercen sobre los animales VPA. La actividad neuronal
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puede medirse mediante el andlisis de la expresidn del gen cFos, ya que es un gen que, en

algunas neuronas, se expresa luego de la despolarizacidn de las mismas (Bullitt 1990).

Dados los antecedentes mencionados, se analizd la expresion de cFos en los cuatro
grupos experimentales, y encontramos una interaccién significativa entre los tratamientos
prenatal y juvenil [F (1, 6.674) = 15.908, p = 0.005]. Los analisis post hoc revelaron que los
animales VPA presentan una mayor activacion neuronal en la Pir que los animales de los demas
tratamientos (Figura 3.5a). La Pir puede dividirse funcional y anatdmicamente en una parte
anterior (aPir) y una parte posterior (pPir), cuyo limite puede estimarse observando la apariciéon

de la rama posterior de la comisura anterios (acp, Figura 3.5b). Dado que se ha demostrado
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Figura 3.5: La exposicion prenatal a VPA resulta en un aumento de la actividad neuronal en la corteza
piriforme, y la manipulacion juvenil revierte ese efecto. (a) Los animales VPA-CT presentaron mayor
cantidad de marca cFos* que el resto de los grupos en la capa 2 de la corteza piriforme (Pir). (b)
Esquema donde se muestra resaltada la capa Il de la Pir y se sefialan los limites entre la Pir anterior y
posterior. Los animales VPA-CT mostraron una mayor activaciéon neuronal que el resto de los grupos,
tanto en la Pir anterior (c) como en la Pir posterior (e). Modelo lineal mixto seguido de comparaciones
post hoc de Tukey, * p < 0.05. Los datos se muestran como valores individuales (puntos) y media +
S.E.M. N = 4-5 por grupo. Se muestran cortes representativos sometidos a inmunohistoquimica anti-
cFos y tefiidos con la técnica de Nissl de la Pir anterior (d) y de la Pir posterior (f).
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previamente que ambas partes son funcionalmente heterogéneas (Bekkers and Suzuki 2013;
Litaudon et al. 2003), se realizé un analisis mas exhaustivo de la aPir y la pPir por separado. Se
encontraron interacciones significativa entre los tratamientos prenatal y juvenil en ambas
porciones de la Pir [aPir: F (1, 4.914) = 16.137, p = 0.010; Figuras 3.5c,d; pPir: F (1, 8.547) =
14.185, p = 0.004; Figuras 3.5e,f]. En las comparaciones post hoc de ambos analisis se observo
que los animales expuestos prenatalmente a VPA presentaron una mayor actividad neuronal y

que este aumento fue revertido mediante el procedimiento de manipulacion juvenil.

3.4.6. Factor Autl

Para evaluar el comportamiento de cada animal a lo largo de todos los ensayos
realizados, llevamos a cabo un analisis factorial donde se analizaron seis variables (indice de
sociabilidad, tiempo de acicalamiento en el ensayo de auto-acicalamiento, tiempo de auto-
acicalamiento en el ensayo de campo abierto, porcentaje de alternancias en el ensayo de
laberinto en 'Y, tiempo inmévil en el TST y tiempo inmovil en el FST) y se extrajo un solo factor al
gue denominamos Autl (Figura 3.6a). Luego, se analizé el factor Autl obtenido y observamos
un efecto significativo de los tratamientos prenatal y juvenil [tratamiento prenatal: F (1, 24.629)
=4.389, p = 0.046; tratamiento juvenil: F (1, 25.188) = 5.780, p = 0.023; Figura 3.6b]. Los analisis
post hoc revelaron que los animales VPA-CT presentan valores de Autl mas altos que los
tratamientos SAL-MJ y VPA-MJ. Ademas, observamos que el factor Autl y la actividad neuronal
estimada mediante la inmunohistoquimica anti-cFos permiten distinguir a los animales VPA-CT
de los animales control (Figura 3.6c). Asimismo, los animales VPA-MJ presentan valores de estos

pardmetros similares a los animales control, siendo indistinguibles en dicho gréfico.
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Figura 3.6: Efecto del VPA y de la manipulacién juvenil en un factor de “Autismo” (Autl). (a) Valores de
carga de cada uno de los comportamientos en el factor Autl. indice de sociabilidad (SI) del ensayo de
interaccién social, tiempo de acicalamiento del ensayo de auto-acicalamiento (SG), tiempo de
acicalamiento en el ensayo de campo abierto (SG_OF), porcentaje de alternancias en el ensayo de
laberinto en Y (YALT), tiempo inmovil en el ensayo de suspension por la cola (tTST) y tiempo inmévil
durante los ultimos 4 minutos en el ensayo de natacion forzada (tFST). (b) Los animales VPA-CT presentan
valores de Autl mayores a los grupos SAL-MJ y VPA-MJ. Modelo lineal mixto seguido de comparaciones
post hoc de Tukey, * p < 0.05. Los datos se muestran como valores individuales (puntos) y grafico de violin.
Nsat-ct = 14, Nsa-ms = 14, Nvpact = 10, Nvea-ms =13. (c) Los animales VPA muestran una mayor cantidad de

marca cFos y valores mas altos de Autl que los otros grupos. Cada animal estd representado por un punto.
N = 4-5 por grupo.
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3.5. Discusidn

En este capitulo se observé que los animales expuestos prenatalmente a VPA
presentaron alteraciones en la sociabilidad, un aumento en los comportamientos repetitivos, y
un incremento en los comportamientos de desesperanza en el ensayo de natacién forzada. Se
demostré también que el procedimiento de manipulacién juvenil fue suficiente para revertir las
alteraciones mencionadas en los animales VPA. Esto es trascendente en dos sentidos: por un
lado, para generar mayor conciencia y cuidado a la hora de diseiar experimentos que requieran
manipulacion en edades tempranasy, por otro lado, la identificacidn de los dias P22 a P34 como
un periodo sensible para la modulacion y determinacién de los niveles de sociabilidad en los
animales adultos. Ademads, en este estudio se pudo identificar a la corteza piriforme como una
estructura candidata a mediar las alteraciones en los comportamientos reportados, ya que se
observé que los animales VPA presentaron una mayor activaciéon neuronal en la corteza
piriforme, mientras que los animales VPA que fueron manipulados durante el periodo juvenil
presentaron niveles de activacidon neuronal similares a los controles en la Pir. Finalmente, se
pudo observar que las alteraciones comportamentales generadas por la exposicién a VPA y el
rescate observado en los animales VPA-MJ, se vieron reflejados en el factor Autl, ya que los
animales VPA presentaron valores de Autl mds altos que los controles, mientras que los

animales VPA que fueron manipulados presentaron valores de Autl similares a los controles.

Previamente nuestro laboratorio demostré que el enriquecimiento social a partir de P21
es suficiente para rescatar las alteraciones en sociabilidad en ratones expuestos prenatalmente
a VPA (Campolongo et al. 2018). En este estudio se destetd a los animales VPA con animales
SAL, conformando, de esta manera, jaulas mixtas y un ambiente social enriquecido para los
animales VPA. Con este modelo, se pudo identificar un periodo critico entre el destete y la
adultez, cuando comienzan a hacerse los ensayos comportamentales. Lo novedoso de los
resultados de este capitulo es que se logrd acortar este periodo previamente sefialado como
critico a sélo dos semanas. Previamente, otros estudios sefialaron a las semanas cuatro y cinco
como un periodo critico para las conductas relacionadas a autismo, ya que se observd que
animales sometidos a aislamiento durante este periodo muestran alteraciones en los
comportamientos sociales respecto a los controles (Bicks et al. 2020). Por un lado, se reporté
que los animales aislados durante el periodo juvenil mostraron frecuencias de transicién
diferentes entre comportamientos sociales activos (comportamiento de interaccidon social
iniciada por el ratén experimental) y pasivos (comportamiento de interaccion social iniciada por
el ratdon estimulo) en el ensayo de interaccién reciproca. En este mismo trabajo encontraron que

las interneuronas parvalbumina-positivas de la corteza prefrontal muestran distintos patrones

67



de actividad tanto en los ensayos de interaccién reciproca como en el ensayo de interaccién
social de tres cdmaras, respecto a los controles, lo que implica un rol crucial de la experiencia
juvenil en el acoplamiento de la actividad de estas neuronas con el acercamiento social activo.
Por otro lado, en otro trabajo también se reporté que animales que fueron aislados durante el
periodo juvenil presentaron niveles reducidos en la sociabilidad junto con alteraciones en la
mielinizacién en la corteza prefrontal, donde los oligodendrocitos presentaron una morfologia
mas simple que en los ratones control (Makinodan et al. 2012). Por ultimo, nosotras
encontramos alteraciones en la mielinizacién en la amigdala basolateral y en la corteza piriforme
en ratones VPA, pero no en la corteza prefrontal (Graciarena et al. 2019), por lo que la
mielinizacion podria estar contribuyendo a las alteraciones en la conducta observada en los
animales VPA. Dados los resultados mencionados, esperariamos que la manipulacion juvenil
resulte en alteraciones en la mielinizacidn en la corteza prefrontal y/o revierta las alteraciones
en la mielinizacién resultantes de la exposicién prenatal a VPA en las areas cerebrales
mencionadas. Cabe resaltar, sin embargo, que estos estudios no nos permiten descartar si la
exposicion a un ambiente enriquecido en otros periodos podria también rescatar las

alteraciones sociales observadas en los animales VPA.

El protocolo de manipulacién proviene de los primeros trabajos de Seymour Levine, en
los cuales se observé que manipular los animales durante 2-3 minutos entre los dias P2 a P20
conlleva a cambios a largo plazo en la tarea de aprendizaje de evitacion (Levine 1956) y en la
respuesta del eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal (HPA) frente a distintos estimulos (Erskine, Stern,
and Levine 1975; Levine et al. 1967). Luego, a partir de estos trabajos fundacionales, se
publicaron protocolos modificados de manipulacidn postnatal que consistian en intervenciones
de mayor o menor duracién, o de menos cantidad de dias. Actualmente se refiere a los
protocolos de manipulacidon cuando las crias son separadas de sus madres por periodos breves
(de 3 a 15 minutos), generalmente durante el periodo pre-destete; en cambio, cuando los
periodos de separacidn son mas largos (de 3 a 24 horas) se lo suele llamar paradigma de
separacidon materna (Madruga et al. 2006). Cabe destacar que muchos trabajos se refieren tanto
a la manipulacién postnatal mencionada como a la separacion materna como “manipulacién

I”

postnatal”, por lo que se debe tener cuidado cuando se interpretan resultados ya que existe una
amplia variedad de protocolos bajo el mismo nombre. Si bien existen multiples y variados
reportes de los efectos a largo plazo de la manipulacion de las crias previa al destete, existe
cierto consenso en que los animales manipulados de esta manera presentan menor ansiedad
inducida por estrés cuando adultos (Bilbo et al. 2007; Luchetti et al. 2015; Meerlo et al. 1999;

Sternberg and Ridgway 2003; Vallée et al. 1997). Se reportdé también que la manipulacion
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postnatal disminuye la sensibilidad al dolor (Sternberg and Ridgway 2003) y mejora la memoria

y el aprendizaje espacial (Bilbo et al. 2007).

A diferencia de lo que ocurre con los protocolos de manipulacidon postnatales, los
protocolos de manipulacion post-destete se refieren generalmente a los usados para habituar a
los animales al operador o la operadora, antes de llevar a cabo un ensayo comportamental, y
hay muy poco publicado respecto a los efectos de esta manipulacién sobre distintos
comportamientos. Se observd que la manipulacién en adultos redujo los comportamientos
relacionados a la ansiedad en el ensayo de laberinto elevado en cruz y aumenté el nimero de
alternancias en el ensayo de laberinto en Y (Ueno et al. 2020). Se observé, también, que distintos
tipos de manipulacién, como cambiar los animales de jaula tomandolos de la cola, utilizando un
forceps o transportandolos en un tubo, tuvieron efectos sobre los comportamientos agresivos,
donde los animales que fueron transportados tomados de la cola no presentaron eventos de
agresion a diferencia de las otras manipulaciones (Mertens et al. 2019). En ese mismo trabajo
encontraron, adema3s, que los ratones que fueron transportados con un tubo transcurrieron mas
tiempo cerca del estimulo social que los animales que fueron transportados entre jaulas

mediante un férceps.

En este capitulo observamos que la manipulacidn juvenil fue suficiente para rescatar el
fenotipo de disminucion en la sociabilidad generado por el VPA prenatal. Esto coincide con
resultados previos, donde se observd que el enriquecimiento social rescata los niveles de
sociabilidad en los animales VPA y en animales BTBR (Campolongo et al. 2018; Yang et al. 2011),
y que el ambiente enriquecido durante cuatro semanas, a partir de la cuarta semana de edad,
restaura los niveles de sociabilidad en animales VPA (Yamaguchi et al. 2017). Por lo contrario,
otro estudio reportd que la manipulacion adulta no afecta los comportamientos sociales,
cuando la manipulacién se lleva a cabo a partir de la décima semana de edad, y no en el periodo

gue en este capitulo sefialamos como critico (Ueno et al. 2020).

Otro sintoma relevante para el autismo es la presencia de patrones repetitivos en la
conducta. Como se reportd anteriormente (Campolongo et al. 2018), observamos que los
animales VPA exhibieron comportamientos repetitivos en el ensayo de auto-acicalamiento.
También observamos que los animales sometidos a MJ mostraron una disminucién en los
comportamientos repetitivos tanto en el ensayo de auto-acicalamiento como en el ensayo de
campo abierto. Es interesante observar que un trabajo previo, el enriquecimiento social no fue
suficiente para revertir esta alteracion (Campolongo et al. 2018). Esto podria deberse a que la

interaccion con la experimentadora afecta vias diferentes a las que activa la interaccidn social
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entre pares, por lo que el resultado en la manifestacion de conductas repetitivas es diferente. Si
bien no hay trabajos previos en que se investiguen los efectos de la manipulacién post-destete
en las conductas repetitivas, se observé que la manipulacién pre-destete aumenta la latencia a
acicalarse y disminuye el tiempo de acicalamiento en los ensayos de laberinto elevado en cruz,

tablero de agujeros e hiponeofagia (Steimer et al. 1998).

Cuando analizamos los comportamientos relacionados a la depresidn, observamos que
la manipulacién juvenil fue suficiente para revertir los niveles aumentados de inmovilidad en el
FST observados en animales VPA. Este resultado replica parcialmente un estudio anterior donde
se observé que los animales VPA transcurren inmdviles mas tiempo que los controles
(Campolongo et al. 2018), pero en el cual el enriquecimiento social no revirtié este efecto. Esto
puede deberse a lo mismo que discutimos en el parrafo anterior: que se activen vias diferentes
con la manipulacion juvenil y con el enriquecimiento social. Cabe destacar que hay trabajos
previos de manipulacién pre-destete donde se observd que este tratamiento, por el contrario,
no afecta la inmovilidad en el FST (Papaioannou et al. 2002), lo que pone en evidencia la
importancia de analizar con cuidado cada momento en el desarrollo ya que, si bien las ventanas
criticas se encuentran temporalmente muy cercanas, la manipulacidn en los distintos periodos
puede devenir en resultados diferentes. Por ultimo, existe otro trabajo donde no vieron
alteraciones en el FST luego de la manipulacidon en adultos (Ueno et al. 2020), lo que resalta
nuevamente la importancia del periodo que sefialamos como critico en la modulacién de los

comportamientos estudiados.

Es importante discutir que, a diferencia del FST, no encontramos efectos significativos
de los tratamientos prenatal o juvenil sobre la inmovilidad en el TST. Un estudio previo demostré
qgue la manipulacién en adultos no afecta los comportamientos en el TST (Ueno et al. 2020). Si
bien el TST y FST estan conceptualmente relacionados, dado que en los dos ensayos se
representa una situacién de estrés de la cual el animal tiene la opcidn de intentar escapar o
permanecer inmovil (Porsolt, Le Pichon, and Maurice Jalfre 1977; Steru et al. 1985),
probablemente estos ensayos difieran respecto al substrato biolégico que subyace a este
comportamiento (Cryan et al. 2005). Otra diferencia entre ambos ensayos es que el TST se ve
mas afectado por la variabilidad inter-individuos, por lo que en general se recomienda utilizar
un numero de 15 animales por grupo experimental, mientras que para el FST se recomienda un
numero de 10 animales por grupo. Esto sugiere que quizds no estemos viendo efectos del
tratamiento postnatal en el TST por la cantidad de animales que utilizamos en este ensayo (10-
15 por grupo), aunque es de notar que tampoco se evidencian tendencias en este sentido. Por

ultimo, se ha reportado que ambos ensayos presentan sensibilidades diferentes a distintos
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antidepresivos en su efectividad para reducir el tiempo en el que los animales transcurren

inmoéviles (Cryan et al. 2005), evidenciando diferente sensibilidad farmacolédgica del FSTy el TST.
Estas evidencias previas hacen que no sea sorprendente que la MJ haya afectado la inmovilidad

en el ensayo de FST, pero no en el TST.

El comportamiento social estd regulado por varias estructuras cerebrales que estan
alteradas en el TEA: el area fusiforme (media la percepcién de la identidad de una persona), el
giro frontal inferior (permite imitar expresiones faciales), el surco temporal posterior inferior
(responsable de la percepcién de las expresiones faciales y la mirada), el giro frontal superior
(sustrato de la teoria de la mente) y la amigdala (involucrada en el procesamiento de las
emociones) (Misra 2014). Ademas de las areas mencionadas, que son las que conforman el
“cerebro social”, hay otras areas que se ven alteradas en individuos con autismo. En particular,
el autismo esta caracterizado por un comportamiento sensorial atipico, por ejemplo, una
disminucién en los valores de discriminacion olfativa (Wicker, Monfardini, and Royet 2016).
Estas alteraciones pueden ser explicadas por la distrofia en los axones serotoninérgicos ubicados
en la Pir en individuos con TEA (Azmitia et al. 2011). Por otro lado, en roedores sucede que las
estructuras cerebrales que subyacen a los comportamientos sociales estan muy ligadas al
sistema olfatorio. Una de las areas corticales mas grandes del sistema olfatorio en roedores es
la corteza piriforme (Haberly 2001). Esta recibe inervaciones de las células mitrales del bulbo
olfatorio y envia proyecciones a otras areas corticales, tales como la corteza prefrontal, la
amigdala y las cortezas perirrinal y entorrinal (Haberly 2001). Previamente se observd un
aumento en la expresién de cFos en la Pir en ratones luego de un encuentro social (Ferguson et
al. 2001), y un estudio reporté que la liberacion de oxitocina en la Pir regula el aprendizaje social
(Choe et al. 2016). En esta tesis se pudieron replicar resultados anteriores (Campolongo et al.
2018), ya que observamos un aumento en la actividad neuronal en la Pir en los animales VPA.
Ademas, demostramos que la manipulacion juvenil es capaz de revertir los efectos del VPA,

resultando en niveles de actividad neuronal en la Pir similares a los de los animales control.

Respecto al factor Autl que se extrajo del analisis factorial, se obtuvieron valores altos
para los animales VPA-CT y valores significativamente mas bajos para los animales VPA que
fueron manipulados entre P22 y P34. Este andlisis le suma importancia a toda la bateria de
ensayos, en donde quizads cada ensayo por separado no termina de dar una idea clara de la
presencia/ausencia de los fenotipos relacionados al autismo, mientras que, con este factor, se
le asigna un valor a cada animal, que da cuenta de la severidad del fenotipo del ratén en los
distintos dominios comportamentales. Cabe destacar que, como en el caso del autismo en

humanos, los modelos de autismo en roedores no presentan un marcador biolégico que facilite
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de una manera clara distinguir entre un animal tratado con VPA y un control. Esto se resuelve
parcialmente con el factor Autl, donde, como vemos en la figura 3.6c¢, la distribucion de los
animales VPA-CT se ubica mayormente en el cuadrante de arriba a la derecha. Finalmente, este
factor cobra importancia también porque es posible hacer correlaciones entre Autl, que redne
los fenotipos comportamentales, y variables moleculares o celulares de interés que podrian ser
candidatas clave en la regulacién de los comportamientos relacionados al autismo que se ven
alterados en el modelo (como los niveles de expresion de cFos en la corteza piriforme, en este

trabajo).

En conclusion, se demostrdé que es muy importante tener consciencia y cuidado en los
disefos experimentales cuando éstos incluyen manipulaciones tempranas, ya que pueden
afectar los resultados del analisis de animales adultos. Por otro lado, se logré identificar la
ventana temporal en el desarrollo durante la cual es posible actuar sobre el cerebro en
desarrollo de forma de afectar la expresidn de comportamientos relacionados al autismo en
animales adultos. Por ultimo, se observd que la manipulacion postnatal pudo revertir las
alteraciones observadas en los comportamientos sociales, repetitivos y relacionados a la

depresién generados por la exposicion prenatal al VPA.
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4.1. Introduccidn

Si bien las causas de autismo son heterogéneas, como se menciond en la introduccion
un factor de riesgo importante es el sexo del individuo, dado que entre 3 y 4 nifos se ven
afectados por cada nifia que presenta este desorden (Elsabbagh 2020; Elsabbagh et al. 2012;
Loomes et al. 2017). Los mecanismos que subyacen a esta diferencia entre sexos no son del todo
claros, si bien se han propuesto mecanismos genéticos, hormonales e inmunoldgicos (Ferri,
Abel, and Brodkin 2018; McCarthy and Wright 2017; Schaafsma and Pfaff 2014). En este sentido,
se han asociado al autismo con mutaciones y alteraciones transcripcionales en genes localizados
en cromosomas sexuales (Nguyen et al. 2020; Schaafsma and Pfaff 2014), con la exposicion
perinatal a esteroides sexuales (Baron-Cohen et al. 2020; Geier et al. 2012) y a factores
inmunolégicos (Depino 2013, 2018; Estes and McAllister 2016), y con alteraciones en la
expresion de genes involucrados en la funcidn glial e inmune (Voineagu et al. 2011; Werling et
al. 2016). En linea con esta evidencia, en roedores se han abordado estos enfoques en distintos
modelos de TEA y se han comenzado a desentrafiar los mecanismos que subyacen a la diferencia
entre sexos en los comportamientos relacionados con el autismo, tales como alteraciones
hormonales, alteraciones genéticas en cromosomas sexuales y el papel de las moléculas
inmunoldgicas en la programacién del comportamiento adulto (McCarthy and Wright 2017;

Schwarz and Bilbo 2012).

Como ya se desarrolld en la introduccion, una de las principales diferencias entre los
mamiferos hembras y machos es que los machos estan expuestos a altos niveles de testosterona
y estradiol, producto de la aromatizacion de testosterona, durante el desarrollo (McCarthy and
Wright 2017). Estos esteroides modifican el curso del desarrollo del cerebro ya que alteran la
neurogénesis, la muerte celular, la migracion, la diferenciacidn celular, el crecimiento sinaptico,
la sinaptogénesis y la poda sinaptica (McCarthy, 2008). Estas alteraciones, en conjunto,
organizan el cerebro de los machos y es lo que se denomina “masculinizacién del cerebro”. Este
proceso es esencial para que los animales muestren un comportamiento sexual apropiado en
presencia de una hembra receptiva en la adultez (McCarthy, 2008). Si el gen Sry no se expresa,
los animales desarrollan ovarios, por lo que no se producen esteroides sexuales durante el
periodo perinatal y el cerebro se organiza para responder a la presencia ciclica de estrégenos y
progesterona en la adultez. Esta organizacidn del cerebro lleva a que las hembras receptivas

muestren un comportamiento sexual tipico frente al macho.

Hasta la fecha, se sabe muy poco acerca de los efectos de la exposicién temprana a
estradiol en comportamientos no sexuales. En machos, el tratamiento con estradiol entre P5y

P15, tiene efectos negativos sobre la sociabilidad y los comportamientos repetitivos (Filice et al.
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2018). También se reportd que machos inyectados con estradiol en la cisterna magna a P5,
muestran un peso reducido en la adultez, una alteracién en la reversién de una tarea aprendida
y un mayor interés por una novedad social (Macri et al. 2010). Ademas, la desregulacion de la
via prostaglandina-estradiol durante la segunda semana postnatal afecta el comportamiento
juvenil, pero sélo en machos (Hoffman, Wright, and McCarthy 2016). Estos trabajos no sélo han
identificado comportamientos que se vieron afectados por la exposicion a esteroides
perinatales, sino que también han llevado a descubrir redes neurales que se ven afectadas por

estas hormonas, como por ejemplo el cerebelo (Hoffman et al. 2016).

Nuestros objetivos en este capitulo fueron estudiar las diferencias ligadas al sexo en los
comportamientos relevantes para el autismo y evaluar el rol de la masculinizacion del cerebro
en estos comportamientos a través de un modelo de exposicidén neonatal a estradiol en
hembras. Proponemos que, si vemos afectados estos comportamientos, la exposicion neonatal
a estradiol puede volverse un modelo preclinico relevante para estudiar los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen a este efecto. Ademas, estos estudios podrian contribuir
a aclarar los mecanismos relacionados al sexo que se encuentran alterados en los nifios con TEA

y/o el mecanismo que lleva a las nifias a ser mas resilientes a este desorden.

Para este objetivo, se inyectaron ratonas hembra con 17B-estradiol benzoato (E2) a P2,
P5 y P8, un protocolo que se utiliza para masculinizar el cerebro (Villa et al. 2018). Se
compararon estos animales con hembras control (OIL) y machos (M) respecto a su desarrollo
postnatal y su desempefio en ensayos que evaluan sociabilidad y comportamientos repetitivos,
ya que éstos componen los sintomas principales del TEA. Por ultimo, evaluamos los
comportamientos relacionados a la ansiedad y la depresidn que tienen alta comorbilidad con el

TEA (Hofvander et al. 2009; van Steensel, Bogels, and Perrin 2011).

4.2. Disefio experimental

Se utilizaron dos cohortes en este capitulo. La cohorte 1 consté de 8 camadas, de las
cuales se eligieron aleatoriamente 4 hembras (2 OIL y 2 E2) y 2 machos, como maximo, por
camada para realizar los ensayos postnatales; 8 OIL, 10 E2 y 7 machos (M) fueron evaluados
para el juego juvenil; y 12 OIL, 19 E2 y 8 M fueron evaluados en la adultez. De la segunda cohorte,
que consistié en 8 camadas, se eligié un macho de cada camada, con los cuales se realizé el
ensayo de juego juvenil para sumar individuos a los resultados de la primera cohorte. Los dias
en los que se llevé a cabo cada tratamiento, asi como el orden de los ensayos conductuales en

adultos se muestran en la Figura 4.1.
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Figura 4.1: Esquema experimental. (a) Las hembras fueron inyectadas con vehiculo (OIL) o 50 pg de 17B-
estradiol benzoato (E2) los dias postnatales (P) 2, 5y 8. Se sefialan las edades en que se registraron los
marcadores fisicos de desarrollo, la adquisicién de reflejos durante el desarrollo y cuando se analizo el
ensayo de juego juvenil. (b) Orden de los ensayos comportamentales en adultos. Se indica en qué figuras
de este capitulo se presentan los resultados de los distintos ensayos conductuales.

4.3 Estadistica

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con la ayuda de GraphPad Software

(Prism 8, San Diego, EEUU). Para los comportamientos postnatales, realizamos un ANOVA con

medidas repetidas con la correccién de Geisser-Greenhouse, seguido de una prueba LSD de

Fisher para realizar las comparaciones multiples, o ajustamos un modelo mixto con el animal

como un factor aleatorio cuando teniamos datos faltantes. Para evaluar la preferencia por el

lado social en el ensayo de interaccidn social, realizamos pruebas t de Student pareadas. Para

evaluar si las hembras ciclaban o no, realizamos una prueba de chi cuadrado. Para el resto de

los experimentos realizamos un ANOVA de un factor, seguido de la prueba LSD de Fisher para

las comparaciones multiples. En todos los casos se asumid significancia estadistica cuando el p

< 0.05. Los datos de este capitulo esta disponibles en la base Open Science Fundation:

https://osf.io/urdmn/?view only=34d9176268594c3caf43293555760cfO0.
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4.4. Resultados
4.4.1. Comportamiento postnatal

Para evaluar las diferencias debido al sexo en el desarrollo postnatal y los efectos
tempranos del E2, primero se pesaron los animales diariamente desde P2 hasta el destete (P21).
Se observd un efecto de la edad [F (1.21, 41.9) = 1519, p < 0.001] y una interaccion entre los
grupos y la edad [F (36, 625) = 6.19, p < 0.001]. Los analisis post hoc arrojaron que las hembras
E2 son significativamente mas livianas que las hembras control y que los machos entre P15 y
P20 (Figura 4.2a). También se determind la edad en la que aparecieron los principales
marcadores del desarrollo, pero no se encontraron diferencias entre los grupos (Figura 4.2b).
Todas las crias mostraron aparicién de pelo alrededor de P6 [F (2, 39) = 0.318, p = 0.729],
desplegaron sus orejas en torno a P4 [F (2, 39) = 0.145, p = 0.865], y abrieron sus ojos alrededor

de P13 [F (2, 39) = 0.954, p = 0.394].

Se realizaron ensayos comportamentales para evaluar si habia diferencias debido al
sexo en la adquisicién de varios reflejos, y si el E2 podia tener algin efecto en estos
comportamientos. Se observé que todos los animales fueron capaces de oir alrededor de P14 [F
(2,39) =0.108, p = 0.897; Figura 4.2b]. Otro reflejo clave es el reflejo de enderezamiento, que
medimos entre los dias P3 y P8, ya que se reportd previamente que éste es el periodo en el que
comunmente se manifiesta este reflejo en CF1 (Kazlauskas et al. 2016). Encontramos que todos
los grupos tuvieron latencias similares a enderezarse [F (2, 39) = 0.053, p = 0.949] y no
observamos interaccion entre el tratamiento y la edad [F (10, 155) =0.519, p = 0.875]. Todos los
animales aprendieron a enderezarse en el periodo en que se realizé el testeo, lo cual puede
evidenciarse como una disminucién de la latencia a medida que crecen [efecto de la edad: F
(3.86, 120) = 13.8, p < 0.001]; todas las crias alcanzaron las latencias mds cortas entre P6 y P8

(Figura 4.2c).

En el analisis de la fuerza de agarre entre P11 y P17 se observé un efecto de la edad [F
(3.89, 139) = 57.3, p < 0.001; Figura 4.2d], alcanzando las latencias maximas alrededor de P15.
En cambio, no se observd un efecto del tratamiento ni del sexo, ni tampoco se observd una
interaccion entre los grupos y la edad [F (12, 214) = 0.838, p = 0.611]. Sin embargo, el analisis
post hoc arrojoé que en los dias P12 y P13 las hembras E2 presentaron una mayor latencia a caer

que las hembras control.

Finalmente, se midié la latencia a voltearse en el ensayo de geotaxis negativa (Figura

4.2e), donde no se encontrd un efecto significativo de la edad [F (2.42, 80.6) = 1.12, p = 0.338]
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ni diferencias entre los grupos [F (2, 38) = 0.388, p = 0.681]. La mayoria de los animales voltearon

antes de los 20s en este ensayo, lo que sugiere que adquieren esta habilidad antes de P11.
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Figura 4.2. Diferencias entre sexos y efecto de la exposicion neonatal a estradiol en el peso, la aparicion
de los marcadores del desarrollo, y el comportamiento posnatal. (a) Las hembras E2 mostraron un peso

corporal reducido desde P15 hasta el destete. (b) No se observaron diferencias en la edad de aparicidn

de los marcadores de desarrollo o sobresalto acustico. (c) No se observaron diferencias en la adquisicidon

del reflejo de enderezamiento. (d) Las hembras E2 mostraron una mayor fuerza de agarre en los P12 y

P13. (e) Todos los animales mostraron latencias similares en la prueba de geotaxis negativa. Now = 12,

Ne2 = 15, Nm = 15. Los datos se muestran como box-plot (a) o como media + S.E.M. con los valores

individuales (circulos) (b-e). * p < 0.05, ** p < 0.01, en la prueba LSD de Fisher de comparaciones

multiples.
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Estos resultados demuestran que la exposicién neonatal a estradiol conduce a una
disminucién en el peso corporal en hembras lactantes, a pesar de que no se observaron

diferencias entre sexos.

4.4.2. Juego juvenil

Para evaluar las diferencias debidas al sexo y el efecto del tratamiento con estradiol
neonatal en animales jovenes, analizamos la interaccién entre dos animales de un mismo
tratamiento, en P21 y en un campo abierto, cuantificando 11 comportamientos individuales.
Respecto a los comportamientos tipicos de solicitud de juego, encontramos diferencias
significativas entre los grupos en el comportamiento de pasar por arriba o por abajo del
companiero [F (2, 26) = 10.30, p < 0.001], donde los machos presentaron mas eventos de este
comportamiento que los demdas grupos (Figura 4.3a). Sin embargo, todos los animales
mostraron nimeros similares de eventos de aproximacion [F (2, 26) = 1.873, p = 0.174; Figura
4.3b]. También encontramos diferencias debido al sexo en los comportamientos de
investigacion debido a que los machos huelen menos la nariz de su compafiero que las hembras
[F(2,26)=6.171, p = 0.006; Figura 4.3c]. Por el contrario, no encontramos diferencias entre los
grupos en la cantidad de eventos de olfateo anogenital [F (2, 26) = 0.008, p = 0.991; Figura 4.3d]
y tampoco encontramos diferencias en la cantidad de veces que siguieron a su compaiiero [F (2,

26) =0.308, p = 0.742; Figura 4.3e].

Respecto a los comportamientos afiliativos, encontramos diferencias entre los sexos y
efecto del estradiol. En particular, encontramos diferencias significativas entre los tiempos que
los animales se involucraron en acicalamiento social [F (2, 26) = 4.330, p = 0.024], observando
que los machos pasan mas tiempo acicalando a sus compafieros que las hembras OIL (Figura
4.3f). Ademas, encontramos un efecto significativo del tratamiento en el tiempo en que las
parejas transcurren lado a lado [F (2, 26) = 9.486, p < 0.001], donde las hembras E2 pasan mas
tiempo sentadas una al lado de la otra que las hembras OIL y que los machos (Figura 4.3g).
Finalmente, todos los animales transcurrieron cantidades de tiempo similares auto-acicalandose

en la proximidad de sus compafieros [F (2, 26) = 0.489, p = 0.619; Figura 4.3h].

Por ultimo, también encontramos diferencias debidas al sexo en los comportamientos
no sociales. Encontramos un efecto del sexo en el tiempo en que los animales transcurren
sentados solos [F (2, 26) = 4.214, p = 0.026], debido a que los machos estuvieron menos tiempo
involucrados en este comportamiento que los dos grupos de hembras (Figura 4.3i). También

observamos un efecto significativo del tratamiento en la exploracién [F (2, 26) = 7.108, p =
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Figura 4.3: Diferencias entre sexos y efecto de la exposicion neonatal a estradiol en el juego juvenil
en el dia 21 posnatal. Solicitud de juego: (a) Los machos (M) presentaron mas eventos de pasar por
arriba o por abajo del compafiero que las hembras control (OIL) y las hembras estradiol (E2), y (b) No
se observaron diferencias en el nimero de aproximaciones. Comportamientos de investigacion: (c) Los
machos presentaron menos eventos de olfateo nasal que las hembras, y todos los animales mostraron
cantidades similares de (d) olfateo de la zona anogenital y (e) eventos de seguimiento.
Comportamientos afiliativos: (f) Los machos mostraron un mayor acicalamiento social que las hembras
control, (g) Las hembras E2 pasaron mas tiempo lado a lado que las hembras y los machos de control, y
(h) Todos los animales transcurrieron una cantidad similar de tiempo acicalandose a si mismos en
cercania de sus compaieros. Comportamientos no sociales: (i) Los ratones macho pasaron menos
tiempo sentados solos que las hembras, y (j) mas tiempo explorando que los animales E2, mientras que
(k) todos los ratones pasaron una cantidad similar de tiempo acicaldandose. Noi. =8, Ne2 =10, Nmv = 11. *
p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 en la prueba LSD de Fisher de comparaciones multiples. Los datos
se muestran como media + S.E.M. y valores individuales (circulos). Los puntos rojos son los valores de
los machos de la segunda cohorte. Arriba a la derecha se observa un diagrama de la prueba de juego
juvenil.
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0.003], ya que los machos pasan mds tiempo explorando que las hembras E2 (Figura 4.3j). Todos
los grupos transcurrieron cantidades de tiempo similares involucrados en el comportamiento de

auto-acicalamiento [F (2, 26) = 0.328, p = 0.722; Figura 4.3k].

Estos resultados muestran que los ratones presentan diferencias debido al sexo en el
comportamiento social al momento del destete, y que el E2 neonatal sélo presenta efectos

sutiles en este comportamiento.

4.4.3. Ensayos comportamentales en adultos
Control de pesos

Para controlar el normal desarrollo de los animales, todos los ratones fueron pesados
luego del primer ensayo comportamental (semana postnatal 11) y luego del ultimo (semana
postnatal 19) (Figura 4.4). Encontramos una interaccion significativa entre las semanas postnatal
analizadas y el sexo [F (2, 36) = 7.54; p = 0.002] ya que cuando se evalud el primer ensayo
comportamental en adultos, las hembras pesaban menos que los machos, mientras que en la
semana 19, todos los grupos presentan pesos similares. De esta manera, las hembras E2, que en
el destete pesaban menos que los demas grupos, ya no mostraron bajo peso en la adultez, lo

que significa que el estradiol no presentd consecuencias a largo plazo en este parametro.
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Figura 4.4: Las diferencias debidas al sexo en el peso corporal al comienzo de los ensayos
comportamentales en adultos se pierden al final de los experimentos. Los animales se pesaron después
del ensayo de interaccion social y después de las pruebas de natacion forzada. ** p<0.01y *** p<0.001
en la prueba LSD de Fisher de comparaciones multiples. Noi. = 12, Ne2 = 19, Nm = 8. Los datos se muestran
como diagrama de caja con bigotes.
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Comportamientos sociales

Para estudiar a fondo las diferencias entre sexos en los comportamientos relevantes al
autismo, asi como también el efecto del estradiol postnatal, se llevdé a cabo una bateria de
ensayos comportamentales en animales adultos (Figura 4.1b). Primero evaluamos los
pardmetros relacionados con la sociabilidad (Figuras 4.5a-c). Todos los animales mostraron
niveles similares de exploracién durante la fase de habituacion [F (2, 73) = 1.985, p = 0.145], y
no mostraron preferencia por ninguno de los lados durante esta fase [Prueba t de Student
pareada, OIL: t (11) = 1.046, p = 0.318; E2: t (17) = 0.579, p = 0.570; M: t (7) = 1.462, p = 0.187;
Figura 4.5a]. Durante la fase social del ensayo de interaccién social, todos los animales
prefirieron el estimulo social por sobre el objeto [Prueba t de Student pareada, OIL: t (11) =
6.054, p < 0.001; E2: t (17) = 8.373, p < 0.001; M: t (7) = 7.514, p < 0.001; Figura 4.5b]. Ademds,
no se encontraron diferencias significativas en el indice de sociabilidad [F (2, 35) = 0.671, p =

0.518; Figura 4.5c].
Patrones repetitivos en la conducta

Luego se evaluaron las diferencias debidas al sexo en la expresion de patrones
repetitivos en la conducta, utilizando los ensayos de auto-acicalamiento y de laberinto en Y. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en el tiempo en que los ratones
transcurrieron acicalandose [F (2, 36) = 4.355, p = 0.020; Figura 4.5d]. En la comparacién post
hoc se observd que los machos pasaron mas tiempo acicaldandose que las hembras control,
mientras que las hembras E2 presentaron niveles intermedios para este comportamiento. En el
analisis del porcentaje de alternancias en el ensayo de laberinto en Y, el ANOVA, si bien presentd
una tendencia, no fue significativo [F (2, 36) = 3.087, p = 0.058]. También observamos diferencias
entre tratamientos en la distancia total recorrida en el ensayo de laberintoen Y [F (2, 36) = 8.748,
p < 0.001; Figura 4.5e], donde el andlisis post hoc arrojo que las hembras E2 recorrieron menor
distancia que las hembras OIL y se observd una tendencia en los machos a recorrer menos
distancia que las hembras control. Estos resultados muestran que los machos presentaron
patrones repetitivos en la conducta, y que el estradiol postnatal tiende a masculinizar este

comportamiento en las hembras.
Comportamientos relacionados a la ansiedad

Para evaluar los comportamientos relacionados a la ansiedad, llevamos a cabo el ensayo
de campo abierto. Durante los primeros 5 minutos, todos los ratones mostraron similares

porcentajes de distancia recorrida en el centro [F (2, 36) = 0.064, p = 0.937; Figura 4.5g] y
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transcurrieron similares cantidades de tiempo en el centro de la arena [F (2, 36) = 0.023, p =
0.977; Figura 4.5h]. Se encontrd un efecto del sexo en la distancia total recorrida a lo largo de
los 15 minutos del ensayo de campo abierto [F (2, 36) = 4.840, p = 0.013; Figura 4.5i] donde los
machos caminaron menos que las hembras control en todos los intervalos de 5 min. Las hembras
E2 caminaron niveles intermedios en los primeros dos intervalos mientras que en el Ultimo

intervalo exploraron significativamente mas que los machos. Finalmente, todos los animales se
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Figura 4.5. Diferencias de sexo y efecto del tratamiento con estradiol neonatal en el desempeiio de
ratones adultos en comportamientos relevantes para el autismo. (a-c) Ensayo de interaccion social:
(a) Los animales no muestran preferencia por ninguno de los lados durante la fase de habituacidn (R,
lado derecho; L, lado izquierdo); (b) Todos los animales mostraron preferencia por un estimulo social
por sobre un objeto en la fase social (S, lado social; NS, lado no social); y (c) No se observé ningun
efecto del tratamiento en el indice de sociabilidad. Now = 12, Ne2 = 18, Nm = 8. ### p < 0.001 en prueba
t de Student pareada. (d-e) Comportamientos repetitivos: (d) Los ratones macho pasan mds tiempo
acicalandose que las hembras control. (e) Todos los grupos presentaron porcentajes similares de
alternancias en el ensayo del laberinto en Y. (f) Los machos y las hembras E2 caminaron menos en el
laberinto en Y que las hembras control. (g) Todos los animales caminaron un porcentaje similar de
distancia y (h) pasaron una cantidad de tiempo similar en el centro de un campo abierto en el periodo
inicial de 5 minutos; y (i) el analisis de locomocidn en tres intervalos de 5 minutos indicé que los
machos exploraron menos que las hembras control, mientras que las hembras E2 mostraron un nivel
intermedio de locomocién. Noit=12, Ne2=19, Nm=8. * p<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 en la prueba
LSD de Fisher de comparaciones multiples. Los datos se muestran como media + S.E.M, con los valores
individuales (circulos).
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habituaron al campo abierto, ya que se obtuvo un efecto significativo del tiempo [F (1.54, 55.5)
=65.2, p<0.001] y no se observd una interaccién entre los grupos y el tiempo [F (4, 72) = 0.504,
p = 0.733]. Estos resultados, junto con los del laberinto en Y, demuestran que los machos
exploran menos que las hembras y que se pudo masculinizar este comportamiento con el

estradiol neonatal.
Conductas relacionadas a la depresion

Para evaluar conductas relacionadas con la depresidn, se llevaron a cabo los ensayos de
natacion forzada (FST) y de suspensidn por la cola (TST) mencionados en el capitulo anterior. En
el TST, todos los animales permanecieron inméviles cantidades de tiempo similares (Figura 4.6a)
y se observé un efecto del tiempo, donde todos los animales aumentaron el tiempo que
transcurrieron inmaviles a lo largo del ensayo [F (3.347, 113.8) = 37.930, p < 0.001], pero no se
encontré una diferencia significativa entre los grupos [F (2, 34) = 0.576, p = 0.568] ni una
interaccion entre el tratamiento y el tiempo [F (8, 136) = 0.441, p = 0.894]. Ademas, no se
observaron diferencias entre los grupos en el periodo final de 3 a 5 minutos [F (2, 34) =0.577, p
= 0.567; Figura 4.6b]. Por el contrario, en el FST no sélo encontramos un efecto del tiempo [F
(3.77,136) =32.2, p < 0.001], sino también una diferencia significativa entre los grupos [F (2, 36)
=5.820, p=0.007] y una interaccion entre los grupos y el tiempo [F (10, 180) = 2.040, p = 0.031].
En el analisis post hoc se observd que los machos pasan menos tiempo inmdviles que las
hembras control, mientras que las hembras E2 muestran un comportamiento de desesperanza
similar al de machos (Figura 4.6c). También encontramos un efecto del tratamiento en el tiempo
en que los animales transcurrieron inmaviles durante los ultimos 4 minutos del ensayo [F (2, 36)
=6.341, p = 0.004; Figura 4.6d], ya que los machos y las hembras E2 se movieron menos que las
hembras control. Todos estos datos, en conjunto, muestran que los ratones presentaron
diferencias debidas al sexo en el FST, pero no en el TST, y que la exposicidn neonatal a E2

masculinizé este comportamiento en las hembras.
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Figura 4.6. Diferencias entre sexos y efecto del tratamiento neonatal con estradiol sobre las
conductas relacionadas con la depresion. (a-b) Ensayo de suspensién de la cola: (a) Los animales
mostraron niveles similares de inmovilidad durante la pruebay (b) en los Gltimos 3 min. Noiw = 12, Ne2
= 17, Nm = 8. (c-d) Ensayo de natacion forzada: (c) Los machos y las hembras E2 mostraron una
inmovilidad reducida durante el ensayo en comparacion con las hembras control, y (d) en el tiempo
acumulado en los ultimos 4 min. Noi. =12, Ne2=19, Nu=8. * p<0.05y ** p < 0.01 en la prueba LSD
de Fisher de comparaciones multiples. Los datos se muestran como media + S.E.M., con los datos
individuales (circulos).

4.4.4. Efecto del E2 neonatal en la masculinizacion

Finalmente evaluamos si el protocolo neonatal de exposicion a E2 conduce a la
masculinizacidn del cerebro y si altera el desarrollo de los érganos reproductivos femeninos.
Para este objetivo, llevamos a cabo el ensayo de marcacién de orina dentro de la bateria de
ensayos que se llevaron a cabo en los animales adultos (Figura 4.1b). Este ensayo permite
evaluar el comportamiento de territorialidad. Ademas, para estudiar el efecto del E2 sobre el
desarrollo del sistema reproductor evaluamos el ciclo estral y el desarrollo de los ovarios y el

utero luego de 5 dias de terminados los ensayos conductuales.

En el comportamiento territorial se pudo observar que las hembras E2 esparcieron
muchas gotas de orina por todo el piso de la jaula, mientras que las hembras OIL orinaron

principalmente cerca del perimetro de la jaula [t (29) = 4.378, p < 0.001; Figura 4.7al.
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Ademas, las hembras E2 exhibieron un ciclo estral alterado (hembras ciclando: OIL, 8 de
12; E2, 1 de 18; prueba exacta de Fisher: p < 0.001) y sus ovarios se observaban atrofiados, de

color pélido y mas pequefios, que los de las hembras OIL (Figura 4.7b).

Estos resultados muestran que el estradiol neonatal lleva a que las hembras se
masculinicen en cuanto a su comportamiento territorial, y que el desarrollo de su funcién

reproductora se vea profundamente afectado.
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Figura 4.7. Efectos del tratamiento neonatal con estradiol sobre un comportamiento territorial
dimorfico y sobre el desarrollo del aparato reproductor femenino. (a) Las hembras E2 muestran un
mayor comportamiento de marcado de orina en comparacién con las hembras control. Noiw = 12, Ne2
=19. ¥** p < 0.001 en prueba t de Student para datos no pareados. Los datos se muestran como
media + S.E.M., con los datos individuales (circulos). Se muestran fotografias representativas de los
papeles de filtro visualizados bajo iluminacién UV de una hembra control (OIL) y una hembra tratada
con E2. (b) Los ovarios y Uteros de las hembras tratadas neonatalmente con estradiol lucen atrofiados
en comparacién con los érganos de las hembras control. Se muestran fotografias de Uteros y ovarios
representativos.
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4.5. Discusion

Los resultados de este capitulo muestran diferencias debido al sexo en los
comportamientos relacionados al autismo, la exploracién y conductas relacionadas a la
depresidon. Resulta interesante que estas diferencias se reducen cuando las hembras son
tratadas con E2 en el periodo neonatal. En particular, la exposicidn neonatal de las hembras a
estradiol resultéd en un aumento en los comportamientos repetitivos, redujo la exploracién y
aumentd la inmovilidad en el ensayo de natacion forzada, mientras que la sociabilidad y los
comportamientos relacionados a la ansiedad no se vieron alterados. También se comprobd que
el tratamiento neonatal con estradiol es suficiente para que las hembras masculinicen su
comportamiento territorial y para que su sistema reproductivo se altere.

Hemos demostrado previamente que la exposicion prenatal a VPA reduce la sociabilidad
en roedores, pero sélo en los machos (Kazlauskas et al. 2019). A partir de este resultado se
quisieron investigar las diferencias entre los sexos en los comportamientos relacionados con el
autismo y qué mecanismos subyacen a este sesgo. Dado que el proceso de masculinizacion es
necesario para que los machos muestren una conducta sexual apropiada en adultos y, por el
contrario, la ausencia de la exposicion a hormonas gonadales lleva a que las hembras exhiban
lordosis cuando adultas, se apuntd a analizar el impacto de las hormonas gonadales en los

comportamientos relacionados al autismo.

Encontramos que el comportamiento social fue similar entre machos y hembras, y que
la exposicién a E2 tampoco afectd este comportamiento. Sin embargo, si observamos que los
machos presentaron mas solicitud de juego en el comportamiento juvenil (Figura 4.3a). Este
resultado se condice con trabajos previos en donde se analiza el juego juvenil en ratas [revisado
en (Auger and Olesen 2009)]. Sin embargo, en ratones, el comportamiento social juvenil es
heterogéneo ya que depende, en gran medida, de la cepa analizada. Por ejemplo, en la cepa
C57BL/6J se encontrd que los machos presentan menor solicitud de juego que las hembras (Cox
and Rissman 2011), mientras que en los ratones Swiss CD-1 las hembras mostraron niveles mas
altos de interaccién social y de juego (Terranova, Laviola, and Alleva 1993). M4s alla de la
heterogeneidad reportada en las distintas cepas, es interesante notar que hay diferencias
debidas al sexo en el juego juvenil en todas las cepas estudiadas, sugiriendo un rol de las

hormonas gonadales y/o de los cromosomas sexuales en estos comportamientos.

Para distinguir entre los efectos hormonales y/o de cromosomas sexuales, Cox y
Rissman (Cox and Rissman, 2011) evaluaron los comportamientos sociales juveniles en un
modelo de 4 genotipos (Four-core genotype) y encontraron que los machos XY presentaron una

mayor solicitud de juego que los demas grupos, sugiriendo un rol importante tanto del genotipo
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sexual como de la exposicion perinatal a hormonas gonadales. Nuestro trabajo evidencia que el
tratamiento con E2 no es suficiente para que las hembras se comporten como los machos en los
comportamientos de solicitud de juego. De la misma manera, en otros comportamientos en
donde los machos se comportaron distinto a las hembras (Figuras 4.3c, 4.3f y 4.3i), las hembras
E2 se comportaron mas parecido a las hembras OIL que a los machos. Esto podria significar que
el E2 neonatal no determina el comportamiento social juvenil. Sin embargo, no podemos
descartar que esta falta de efecto se deba a la baja dosis de E2 (5ug) utilizada en estos
experimentos. De hecho, en otros trabajos no se observaron efectos en el juego juvenil cuando
las ratas fueron inyectadas con 5 pg de 17B-estradiol benzoato en P1y P2 (Meaney and Stewart
1981). Por el contrario, las ratas hembra tratadas con dosis mas altas de estradiol (100ug)
mostraron niveles masculinizados en el juego juvenil (Olesen et al. 2005). En linea con estos
resultados, se observé que el tratamiento neonatal con propionato testosterona (Hotchkiss et
al. 2003; Thor and Holloway 1986) o con un agonista del receptor de estrégeno, el bisfenol A
(Dessi-Fulgheri, Porrini, and Farabollini 2002), devinieron en niveles de juego masculinizados en
ratas. Asimismo, la exposicion a antagonistas del receptor de andrégeno, como la vinclozolina y
la flutamida (Hotchkiss et al. 2003; Meaney et al. 1983) resulté en una reduccién en el juego en
machos. Toda esta evidencia sugiere que la organizacién del juego social involucra tanto
receptores de andrégenos como de estrégenos, y se presume que existe un umbral o un periodo

ventana en el cual los esteroides sexuales exdgenos afectan el comportamiento social juvenil.

Ademas de presentar alteraciones en la sociabilidad, otro fenotipo clave del autismo es
la expresién de comportamientos estereotipados y repetitivos, y la presencia de intereses
restringidos (Silverman, Yang, et al. 2010). En roedores, se ha reportado previamente que los
animales expuestos prenatalmente a VPA transcurren mds tiempo acicalandose en el ensayo de
auto-acicalamiento y alternan menos en el laberinto en Y que los ratones control (Campolongo
et al. 2018). De la misma manera, en otros modelos de autismo se observé también la presencia
de comportamientos repetitivos (Kirsten et al. 2012; Naviaux et al. 2014; Peca et al. 2011;
Silverman, Tolu, et al. 2010). En este capitulo encontramos que los machos transcurrieron
acicalandose mas tiempo que las hembras control, mientras que las hembras E2 exhibieron
niveles intermedios de acicalamiento. El acicalamiento es un comportamiento innato que es
relevante para distintos procesos fisioldgicos y se ve aumentado en distintos modelos del TEA
[revisado en (Kalueff et al. 2016)]. En ratas, se ha observado un aumento en el comportamiento
de acicalamiento en machos respecto a las hembras (Moore 1986a; Thor et al. 1988), pero el
efecto de la exposicidn neonatal a esteroides sexuales no estd muy estudiado. Nuestros

resultados muestran que el sexo afecta los niveles de acicalamiento en adultos, ya que los
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machos pasan mas tiempo acicaldndose que las hembras OIL. Nuestros resultados también
sugieren que hay una contribucidn parcial del E2 neonatal en la diferencia observada entre sexos
en este comportamiento, ya que las hembras E2 muestran tiempos de auto-acicalamiento
intermedios (Figura 4.5d). Sin embargo, la administracién de 500 pg de testosterona propionato
a hembras en PO no tuvo efecto en el tiempo de acicalamiento (Moore 1986b), por lo cual este
resultado debe ser estudiado en mas profundidad. En resumen, la exposicidn neonatal a E2
puede afectar los circuitos cerebrales involucrados en las conductas repetitivas y el estudio de
este mecanismo podria echar luz sobre los mecanismos que subyacen a patologias que
presentan comportamientos repetitivos, como el TEA, el trastorno obsesivo compulsivo o el

sindrome de Tourette.

A diferencia del TEA, la depresién tiene una mayor prevalencia en mujeres que en
hombres (American Psychological Association (APA) 2013). Sin embargo, las diferencias entre
sexos en los modelos animales de depresion siguen siendo controvertidas, y los niveles de
depresion parecieran depender de la especie, la cepa estudiada, el ensayo que se utiliza y la fase
del ciclo estral durante la cual se evalla el comportamiento. En este capitulo llevamos a cabo
dos ensayos que evalian comportamientos relacionados con la depresion y que son sensibles a
los tratamientos antidepresivos y ansioliticos: el ensayo de suspensién por la cola (TST) y el
ensayo de natacién forzada (FST) (Nagatani et al. 1987; Porsolt, Bertin, et al. 1977; Porsolt, Le
Pichon, and M Jalfre 1977; Steru et al. 1985). Encontramos diferencias entre sexos en el tiempo
transcurrido inmavil en el FST, pero no en el TST. Nuestros resultados siguen la linea de trabajos
previos (Gomez et al. 2014) en donde encontré una mayor inmovilidad en ratas macho en el
FST, aunque también se ha informado una mayor inmovilidad en ratas hembra (Kokras et al.
2012). Curiosamente, el tratamiento con E2 neonatal no tuvo ningun efecto en el desempefio
de las ratonas en el TST, pero si masculinizé los niveles de inmovilidad en el FST. Hasta donde
sabemos, este es el primer reporte de efectos del E2 neonatal sobre los comportamientos
relacionados con la depresién en adultos, si bien existen trabajos previos donde se evalué la
conducta de desesperanza en animales tratados perinatalmente con testosterona propionato
(TP). En linea con nuestros resultados, dichos trabajos muestran que el tratamiento neonatal
con TP no fue suficiente para masculinizar el comportamiento de los ratones hembra en el TST
(Goel and Bale 2008), mientras que las ratas hembra masculinizadas con TP mostraron una
reduccion de la inmovilidad en el FST, pero sélo si los animales eran gonadectomizados (Gomez
et al. 2014). En comparacién con nuestros resultados, la importancia de la gonadectomia para
observar diferencias en el FST podria deberse a diferencias en los protocolos de masculinizacién

utilizados. La dosis baja de TP utilizada (60 pg/rata solamente en P5) podria masculinizar
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parcialmente las estructuras cerebrales involucradas en el comportamiento de desesperanza
y/o dejar los ovarios parcialmente funcionales. Ademads, en roedores, el E2 puede ser mas
efectivo para masculinizar el cerebro que TP, debido a las diferentes vias que subyacen a la
activacion de los receptores de andrégenos y estrégenos, mediada por aromatasa [revisado en
(McCarthy, 2008)]. Por ultimo, no podemos descartar que esta diferencia se deba a que los

experimentos fueron llevados a cabo en especies distintas.

También encontramos diferencias ligadas al sexo en la locomocidn, ya que los machos
caminaron menos que las hembras control en el laberinto en Y y en el campo abierto. Estos
resultados van en la misma linea que otros estudios previos donde se observd que las hembras
son mas activas que los machos en el campo abierto (Masur, Schutz, and Boerngen 1980;
Palanza 2001; Ponzi et al. 2020) y en el ensayo de interaccidn social (Johnston and File 1991).
Asimismo observamos que las hembras tratadas con E2 masculinizaron los niveles de
exploracién, un efecto que también se observd en estudios previos (Gioiosa et al., 2007,

Quadagno et al., 1972).

Cabe destacar que las diferencias observadas en exploracién no se correlacionan con
alteraciones en los niveles de ansiedad, ya que no se observaron diferencias entre los grupos en
el porcentaje de distancia recorrida en el centro, ni en el tiempo que los animales pasan en el
centro del campo abierto. Estos resultados confirman trabajos previos en los cuales
demostraron que la exposicion temprana a TP no afecta los comportamientos relacionados a la
ansiedad en el ensayo de preferencia por luz/oscuridad (Goel and Bale 2008), ni en los

comportamientos exploratorios espontaneos (Heredia et al. 2014).

Finalmente, no observamos diferencias entre los sexos en los comportamientos
postnatales, si bien observamos un efecto transitorio del E2 neonatal sobre la ganancia de peso,
ya que las hembras E2 presentaron un peso menor que los demads grupos al momento del
destete. Estos resultados difieren de un estudio previo donde se muestra que la inyeccién de
100 pg de E2 en P1 da como resultado un peso corporal bajo de larga duracién en ratones macho
C57BL/6J, pero no afecta el peso corporal de las hembras (Connelly et al. 2015). Consideramos
que la diferencia puede radicar en las inyecciones posteriores realizadas en nuestro estudio (en

P5y P8) y/o en la cepa utilizada.

En resumen, los resultados presentados aqui muestran que existen diferencias entre los
sexos en comportamientos relacionados con el TEA y que el tratamiento con E2 neonatal puede
masculinizar algunos de estos comportamientos. Esta evidencia es relevante para nuestra

comprension de los procesos bioldgicos afectados en el TEA y respalda algunas hipdtesis sobre
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el papel de la exposicién perinatal a los esteroides sexuales en el desarrollo del TEA (Baron-
Cohen et al. 2020). Ademads, dado que muchos disruptores enddcrinos actian como agonistas
del receptor de estradiol (por ejemplo, el bisfenol A y los fitoestrégenos), nuestros resultados
respaldan un posible papel de estos compuestos en el desarrollo de trastornos psiquiatricos.
Cabe mencionar que nuestros resultados también sugieren que la resiliencia femenina al TEA y
su mayor susceptibilidad a la depresion pueden depender de la falta de exposicidn neonatal a
los esteroides sexuales. Estudios futuros apuntardn a identificar los mecanismos neuronales que
subyacen a estos efectos, una busqueda que podria ayudar a comprender la fisiopatologia de

estos trastornos y desarrollar nuevos tratamientos.
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5.1. Introduccién

En el capitulo anterior encontramos que la exposicion neonatal de las hembras a
esteroides sexuales resultd en un aumento en los comportamientos repetitivos, redujo la
exploracién y aumentd la desesperanza, mientras que la sociabilidad y los comportamientos
relacionados a la ansiedad no se vieron alterados. Si bien no se observaron cambios en la
sociabilidad y la presencia de fenotipos relacionados con el autismo no fueron muy robustos, el
capitulo anterior nos permitié demostrar que las hormonas gonadales pueden regular

comportamientos relevantes para el TEA, como por ejemplo los comportamientos repetitivos.

Por otro lado, demostramos previamente que la exposicion prenatal en el dia de
gestacion 12.5 a 600 mg/kg de VPA da como resultado una disminucién de la sociabilidad de la
descendencia masculina, mientras que las hermanas de la misma camada expresan niveles
normales de interaccién social (Kazlauskas et al. 2019). Un resultado que recapitula el sesgo

hacia los varones que se observa en el TEA.

En esta tesis nos interesa entender y echar luz sobre los mecanismos bioldgicos
involucrados en este impacto diferencial del TEA entre sexos, para lo cual nos basamos en el
modelo de convergencia de masculinizacién del cerebro e inflamacion (McCarthy and Wright
2017) para entender el sesgo fenotipico del VPA en ratones machos y hembras. Nos propusimos
entonces evaluar cual es el papel de la masculinizacidn en la manifestacién de los fenotipos
relacionados al autismo luego de la exposicién al VPA. Nuestra hipoétesis es que la
masculinizacidn del cerebro es necesaria para que la exposicidon prenatal al VPA afecte los
comportamientos relacionados con el autismo, las alteraciones neuronales y la gliosis. Para
probar esta hipétesis, estudiamos el efecto de la exposicidon postnatal a E2 en ratones hembra

que fueron expuestas a VPA en el dia de gestacion 12.5.

5.2. Disefio experimental

Para llevar a cabo los experimentos incluidos en este capitulo se utilizé una cohorte de
19 camadas, de las cuales a 9 hembras prefiadas se les inyectd vehiculo (SAL) y a 10 hembras
prefiadas se les inyectd VPA. De cada camada se eligieron aleatoriamente hasta 6 hembras, a
las cuales se las dividio aleatoriamente en dos grupos: la mitad fueron inyectadas con aceite de
sésamo (OIL) y la otra mitad con 17B-estradiol benzoato (E2). En la adultez analizamos la

conducta de los animales de los cuatro grupos experimentales: 13 SAL-OIL, 17 SAL-E2, 12 VPA-

93



OILy 14 VPA-E2. Los dias exactos de cada inyeccidén se muestran en la figura 5.1a y el orden en

que los ensayos conductuales fueron llevados a cabo se muestran en la figura 5.1b.

(a)
VEA Nacimiento Qﬂkgg——
N vy
GDO GD12.5 P 0 2 5 8
ool ya Lo A i
(b)
Orden de Juego Interaccion Habituacién y reconocimiento  Auto-acicalamiento NSF FSTI
los ensayos juvenil social de la novedad social Splash FSTII
Semana l vl l l l ! !
postnatal 3 9 10 11 12 14

Figura 5.1: Esquema experimental del disefio metodoldgico. (a) Las hembras fueron inyectadas con
VPA o SAL en el GD 12.5, y con OIL o E2 los dias postnatales 2, 5 y 8. (b) Orden de los ensayos
comportamentales en adultos.

5.3.  Resultados
5.3.1.  Juego juvenil

Para evaluar el efecto del tratamiento prenatal con VPA y del tratamiento postnatal con
E2 en la sociabilidad juvenil, analizamos la interaccién entre dos animales jévenes (P21) de un
mismo tratamiento en un campo abierto, cuantificando 11 comportamientos individuales.
Respecto a los comportamientos que se consideran como solicitacion de juego, en el
comportamiento de pasar por arriba y pasar por abajo del compaiero todos los grupos
presentaron frecuencias similares de eventos [tratamiento prenatal: x>(1, N = 29) = 0.687, p =
0.407; tratamiento prenatal: x> (1, N = 29) = 0.414, p = 0.519; Figura 5.2a]; y, cuando se
analizaron los eventos de aproximacidn, tampoco se encontraron diferencias significativas entre
los grupos [tratamiento prenatal: x?(1, N = 29) = 0.252, p = 0.112; tratamiento prenatal: x*(1, N
= 29) = 0.003, p = 0.955; Figura 5.2b]. Sin embargo, al analizar estos ultimos dos
comportamientos en conjunto, observamos un efecto significativo del tratamiento prenatal
[tratamiento prenatal: x*(1, N = 29) = 8.071, p = 0.004; tratamiento postnatal: x*(1, N = 29) =
0.156, p = 0.692; Figura 5.2c], debido a que las hembras VPA presentaron menos frecuencia de

eventos de solicitacidn de juego.
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Figura 5.2: Los animales prenatalmente expuestos a VPA presentan alteraciones en cuanto a la
solicitacién de juego. Todos los animales presentaron frecuencias similares de cantidad de veces que
pasaron por arriba o por debajo del compafiero (a) y de cantidad de veces que se aproximaron al
compainiero (b). Los animales VPA solicitaron juego en general un nimero significativamente menor
de veces que los animales control (c). Los datos se presentan como media + S.E.M., con los valores
individuales como puntos negros. Datos modelados con modelos generalizados y mixtos, * p < 0.05.

En este mismo ensayo también analizamos los comportamientos de investigacion,
donde se incluyen los eventos de olfateo de la nariz del compafiero, de la zona anogenital y los
eventos de seguir al compafiero. Encontramos un efecto de interaccién en la cantidad de veces
en que los animales huelen la nariz del compafiero [x?(1, N = 29) = 4.422, p = 0.035; Figura 5.3a].
Luego, el andlisis post hoc reveld que los animales VPA-OIL olieron menos la nariz del compafiero
que los demas grupos, y también observamos que los animales SAL-E2 olieron mas la nariz del
compaiero que el grupo SAL-OIL. Respecto a los eventos de olfateo anogenital encontramos
una interaccion significativa entre los tratamientos [x? (1, N = 29) = 11.532, p < 0.001; Figura
5.3b] y en el analisis post hoc se observd que el grupo VPA-OIL presentd una menor frecuencia
de eventos de olfateo anogenital que los grupos VPA-E2 y SAL-OIL. En los eventos de seguir al
compafiero encontramos una interaccion entre los tratamientos [x?(1, N = 29) =6.345, p<0.011;
Figura 5.3c], sin embargo, la prueba post hoc de Tukey no arrojé ninguna diferencia entre los
grupos. Finalmente, combinando los distintos comportamientos de investigacion encontramos
una interaccion significativa entre tratamientos [x?(1, N=29) = 15.913, p < 0.001; Figura 5.3d],
debido a que los animales del grupo VPA-OIL presentaron menor frecuencia de eventos de

investigacion que el resto de los animales.
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Figura 5.3.: Los animales VPA-OIL presentan alteraciones en los
comportamientos de investigacion a P21. Se observd una
interaccidn entre los tratamientos en el nimero de olfacciones
de la nariz del compafiero (a), en el nimero de olfacciones
anogenitales (b) y en los eventos de seguimiento (c). Los
animales VPA-OIL mostraron un menor numero de
comportamientos de seguimiento que los demas animales (d).
Los datos se presentan como media + S.E.M., con los valores
individuales como puntos negros. Datos modelados con
modelos generalizados y mixtos, * p < 0.05.

Dentro de los comportamientos de investigacién, se incorporé una nueva variable

respecto a publicaciones previas del grupo, que consiste en el tiempo en que el animal

transcurre investigando al compafero cuando no esta olfateando la nariz o el ano. A este

comportamiento nos referimos como investigacion social y encontramos una interaccion entre

los tratamientos [x? (1, N = 29) = 10.396, p = 0.001; Figura 5.4]. El andlisis post hoc arrojé que los

animales VPA-OIL transcurren menos tiempo involucrados en este comportamiento que los

animales SAL-OILy VPA-E2.

S
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Figura 5.4: Los animales VPA-OIL transcurren
| menos tiempo involucrados en el
comportamiento de investigacion social que los
animales SAL-OILy VPA-E2. Se encontré un efecto
de interaccion entre los tratamientos prenatal y
postnatal. Los datos se presentan como media +
S.E.M., con los valores individuales como puntos
negros. Datos modelados con modelos
generalizados y mixtos, * p < 0.05.
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Por otro lado, los comportamientos afiliativos incluyen el tiempo que los ratones
transcurren sentados lado a lado, el tiempo que el ratdn transcurre acicalandose al lado del
companfiero y el tiempo que el ratdn acicala al compafiero (acicalamiento social). El tiempo que
los ratones transcurrieron sentados al lado del compafiero arrojé una interaccidon entre los
tratamientos [x?(1, N = 29) = 20.008, p <0.001; Figura 5.5a] y el analisis post hoc revelé que los
animales VPA-OIL y los animales SAL-E2 transcurrieron mas tiempo al lado del compafiero que
los animales SAL-OIL. Cuando se analizo el tiempo que los animales transcurrieron acicaldndose
al lado del compafiero, no se observaron diferencias entre los grupos [tratamiento prenatal: x>
(1, N =29) = 0.512, p = 0.474; tratamiento postnatal: x* (1, N = 29) = 0.007, p = 0.9311; Figura
5.5b]. Luego, el analisis del acicalamiento social arrojé un efecto significativo de los tratamientos
prenatal [x*(1, N = 29) = 3.999, p = 0.045] y postnatal [x?(1, N = 29) = 5.071, p = 0.024; Figura
5.5c], donde los animales VPA estuvieron menos tiempo involucrados en el acicalamiento social
gue los animales SAL, y los animales E2 estuvieron mas tiempo involucrados en el acicalamiento
social que los animales OIL. El analisis de todos los comportamientos afiliativos en conjunto
presentd una interaccion de los tratamiento prenatal y postnatal [x? (1, N = 29) = 13.254, p
<0.001; Figura 5.5d] debido a que los animales VPA-OIL y SAL-E2 transcurrieron mas tiempo

involucrados en comportamientos afiliativos que los animales SAL-OIL.
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Figura 5.5. Los animales VPA-OIL y SAL-E2 transcurrieron mas
tiempo involucrados en comportamientos afiliativos que los
animales SAL-OIL. (a) Los animales VPA-OIL y SAL-E2 transcurrieron
mas tiempo sentados lado a lado que los animales SAL-OIL. (b) No
se observaron diferencias entre los grupos en el tiempo que los
ratones se acicalan junto al compafiero. (c) Los animales VPA
estuvieron menos tiempo involucrados en el acicalamiento social
que los animales SAL, y los animales E2 estuvieron mas tiempo
OlL E2 OIL E2 involucrados en el acicalamiento social que los animales OIL. (d) En
SAL SAL VPA VPA . - .

suma, los VPA-OIL y SAL-E2 transcurrieron mas tiempo involucrados
en comportamientos afiliativos que los animales SAL-OIL. Los datos
se presentan como media + S.E.M., con los valores individuales
como puntos negros. Datos modelados con modelos generalizados
y mixtos, * p < 0.05.

Comportamientos afiliativos (s)
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Los comportamientos no sociales incluyen a la exploracién, el auto-acicalamiento y
cuando el ratdn se encuentra sentado solo. No se observaron efectos de los tratamientos en el
tiempo que el animal transcurre explorando la arena [tratamiento prenatal: x* (1, N = 29) =
2.808, p = 0.093; tratamiento postnatal: x>(1, N = 29) = 0.007, p = 0.933; Figura 5.6a], en el
tiempo que el animal transcurre auto-acicaldndose [tratamiento prenatal: x?(1, N = 29) = 1.478,
p = 0.224; tratamiento postnatal: x*(1, N = 29) = 1.309, p = 0.252; Figura 5.6b], ni en el tiempo
que el animal transcurre sentado solo [tratamiento prenatal: x? (1, N = 29) = 0.853, p = 0.355;
tratamiento postnatal: x*(1, N = 29) = 0.036, p = 0.848; Figura 5.6c]. Sin embargo, el andlisis de
la suma de estos comportamientos, los comportamientos no sociales, arrojé una interaccién
entre los tratamientos prenatal y postnatal [x?(1, N = 29) = 5.383, p = 0.020; Figura 5.6d], donde
los animales VPA-OIL transcurren menos tiempo involucrados en este tipo de comportamiento

gue los animales SAL-OIL.
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Figura 5.6: El tratamiento prenatal con VPA resulté en una

interaccion entre los tratamientos prenatal y postnatal en los
* comportamientos no sociales. No se observé efecto de los
tratamientos en el tiempo que el animal transcurre explorando la
arena (a), en el tiempo que el animal transcurre auto-acicalandose
(b) o en el tiempo que el animal transcurre sentado solo (c). Los
animales VPA-OIL transcurren menos tiempo involucrados en
comportamientos no sociales que los animales SAL-OIL. Los datos
oL E2 Ol E2 se presentan como media + S.E.M., con los valores individuales
SAL SAL VPA VPA como puntos negros. Datos modelados con modelos generalizados

y mixtos, * p <0.05.
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5.3.2.  Comportamientos sociales

En la adultez, realizamos el ensayo de interaccion social para los animales de los cuatro
grupos experimentales. En la primera fase de habituacién se observd que en ningun grupo los
animales mostraron preferencia por ninguno de los cilindros [SAL-OIL: x? (1, N = 13) = 3.049, p
<0.080; SAL-E2: x* (1, N =17) =0.092, p = 0.761; VPA-OIL: x> (1, N = 12) = 0.468, p = 0.493; VPA-
E2: X% (1, N = 14) = 0.066, p =0.796; Figura 5.7a)]. A continuacién, en la fase de evaluacién del
ensayo de interaccion social en tres camaras, observamos que todos los animales prefirieron el
lado social por sobre el lado no social [SAL-OIL: ¥? (1, N = 13) = 19.948, p <0.001; SAL-E2: x*(1, N
= 17) = 17.546, p < 0.001; VPA-OIL: X* (1, N = 12) = 4.842, p = 0.027; VPA-E2: ¥ (1, N = 14) =
38.407, p < 0.001; Figura 5.7b]. El indice de sociabilidad, calculado como: lado social/ (lado social
+ lado no social), fue aproximadamente el mismo para todos los grupos [tratamiento prenatal:
x% (1, N =56) = 0.2238; p = 0.636; tratamiento postnatal: x>(1, N = 56) = 3.416; p = 0.064; Figura
5.7c]. Luego, cuando se analizd la exploracidn durante la fase de habituacion, que fue calculada
como la sumatoria de los tiempos de exploracién de ambos cilindros, se observd que los
animales E2 exploraron menos tiempo que los animales OIL [x? (1, N = 56) = 5.658; p = 0.017;
Figura 5.7d], mientras que no se observé un efecto del tratamiento prenatal [x* (1, N = 56) =

0.242; p = 0.622].

Para estudiar mas en detalle este resultado, se analizo la dinamica temporal del ensayo
de sociabilidad, para lo cual se separé el ensayo de sociabilidad en dos periodos de 5 minutos
cada uno. Durante los primeros 5 minutos se observé que todos los grupos prefirieron el lado
social [SAL-OIL: X* (1, N = 13) = 16.12, p <0.001; SAL-E2: ¥ (1, N = 17) = 44.175, p < 0.001; VPA-
OIL: ¥ (1, N = 12) = 7.241, p = 0.007; VPA-E2: ¥* (1, N = 14) = 38.068, p < 0.001; Figura 5.7¢],
mientras que, en la segunda mitad, los grupos que siguen prefiriendo el lado social son los
grupos SAL-OIL [x2 (1, N = 13) =9.922, p = 0.001] y VPA-E2 [x2 (1, N = 14) = 21.241, p < 0.001],
mientras que los otros grupos no muestran preferencia por ninguno de los dos lados [SAL-E2: x2

(1, N=17)=1.3223, p=0.250; VPA-OIL: x2 (1, N =12) =12.571, p = 0.171; Figura 5.7f].
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Figura 5.7. Efecto de la exposicion prenatal a VPA y postnatal a E2 sobre las conductas sociales en la
adultez. (a) Fase de habituacion: todos los animales mostraron ausencia de preferencia por alguno de los
cilindros. (b) Fase de evaluacion: Todos los animales mostraron preferencia por un estimulo social por
sobre un objeto (S, lado social; NS, lado no social). (c) No se observé ningtin efecto de los tratamientos en
el indice de sociabilidad. (d) Los animales E2 exploraron menos que los animales OIL. (e) Todos los grupos
prefirieron explorar el lado social por sobre el objeto durante los primeros 5 min del ensayo de interaccion
social. (f) Solamente los grupos SAL-OIL y VPA-E2 prefirieron el lado social por sobre el objeto durante los
ultimos 5 min del ensayo de interaccidn social. Los datos se presentan como media + S.E.M., con los
valores individuales como puntos negros. Datos modelados con modelos generalizados y mixtos, * p
<0.05. Comparaciones llevadas a cabo mediante la prueba t de Student pareada, # p < 0.05, ## p < 0.01,
#1#<0.001.

Luego de observar que pareciera que hay dindmicas de sociabilidad diferentes entre los
grupos, se quiso ahondar mds en cémo responden los animales a través del tiempo en
el ensayo de interaccién social. Para ello, se analizé dicho ensayo en segmentos de a dos
minutos. Observamos que todos los grupos habitdan a lo largo del tiempo, exceptuando
al grupo VPA-E2 [SAL-OIL: % (4, N = 56) = 23.309, p < 0.001, Figura 5.8a; SAL-E2: x> (4, N
=56) = 26.59, p < 0.001, Figura 5.8b; VPA-OIL: ¥* (4, N = 56) = 12.571, p = 0.013, Figura
5.8c; VPA-E2: % (4, N = 56) = 7.0918, p = 0.131, Figura 5.8d].
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Figura 5.8: Efecto de la exposicion prenatal a VPA y postnatal E2 sobre la habituacion social en el
ensayo de interaccion social de tres cdmaras. Los animales SAL-OIL (a), SAL-E2 (b) y VPA-OIL (c)
presentaron una habituacidn significativa a lo largo del tiempo que exploraron el cilindro social en el
ensayo de tres camaras, analizado en segmentos de 2 minutos. En cambio, los animales VPA-E2 (d) no
mostraron habituacidon social en el mismo analisis. Se presentan las dindmicas individuales en lineas
grises, y el promedio + S.E.M. en color. Nsacoir = 13, Nsa-e2 = 17, Nveaoir = 12, Nveae2 = 14. Datos
modelados con modelos generalizados y mixtos con distribucién binomial negativa.

Como observamos que el andlisis clasico del ensayo de interaccién social no arrojo
diferencias, pero se encontré una alteracion en la dinamica social a través del tiempo, se llevé a
cabo un ensayo mds especifico para evaluar dindmicas sociales a través del tiempo: el ensayo
de habituacién y reconocimiento de la novedad social. Con este ensayo observamos que todos
los grupos habituaron al estimulo social, disminuyendo el tiempo de interaccién con el estimulo
social a lo largo del ensayo, a excepcién del grupo VPA-E2 [SAL-OIL: x* (4, N = 56) = 41.124, p <
0.001, Figura 5.9a; SAL-E2: x*(4, N = 56) = 19.818, p < 0.001, Figura 5.9b; VPA-OIL: % (4, N = 56)
=15.811, p = 0.001, Figura 5.9¢; VPA-E2: ¥* (4, N = 56) = 3.6137, p = 0.306, Figura 5.9d].
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Figura 5.9: Efecto de la exposicion prenatal a VPA y postnatal a E2 sobre la habituacidn social en el ensayo
de habituacion y reconocimiento de la novedad social. Los animales SAL-OIL (a), SAL-E2 (b) y VPA-OIL (c)
presentaron una habituacion significativa cuando se analizé el tiempo que olfatearon al ratén estimulo en
las sucesivas sesiones. En cambio, los animales VPA-E2 (d) no mostraron habituacion social durante el
ensayo. Se presentan las dindmicas individuales en lineas grises, y el promedio = S.E.M. en color. NsaL-oiL =
13, Nsare2 = 17, Nvpaoi = 12, Nvpae2 = 14. Datos modelados con modelos generalizados y mixtos con

distribucion binomial negativa.

Para evaluar la novedad social en el ensayo de habituacidon y reconocimiento de la
novedad social, se analizé el indice de novedad social (tiempo de interaccién con el ratén
estimulo en la quinta presentacién/tiempo de interaccion con el estimulo novedoso en la fase 4
del ensayo). Se observé que todos los animales incrementaron el tiempo de interaccién cuando
se les presentd la novedad social [tratamiento prenatal: F (1, 17.76) = 1.150, p = 0.297;
tratamiento postnatal: F (1, 41.38) = 0.387, p = 0.536; Figura 5.10].

Estos resultados en conjunto sugieren que los animales VPA-E2 presentan una dinamica
alterada en la sociabilidad que se observé tanto en el ensayo de interaccién social en tres

camaras como en el ensayo de habituacidn y reconocimiento de la novedad social.
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Figura 5.10: Efecto de la exposicidn prenatal a VPA y postnatal a E2 sobre el reconocimiento de la
novedad social en el ensayo de habituacién y reconocimiento de la novedad social. Todos los grupos
presentaron un aumento en la exploracion del estimulo en igual medida durante la presentacion de
la novedad social respecto a la presentacién previa de un animal conocido. indice de novedad social
(presentacién 5/presentacidon 4). Los datos se presentan como media + S.E.M., con los valores
individuales como puntos negros. Datos modelados con modelos generalizados y mixtos.

5.3.3. Comportamientos repetitivos

Otra caracteristica clave relacionada al autismo es la presencia de patrones repetitivos
en la conducta. En los roedores el auto-acicalamiento en exceso es una medida de
comportamientos repetitivos analogos a los observados en pacientes con TEA. Se evalud en el
ensayo de auto-acicalamiento si alguno de los grupos presentaba patrones repetitivos en la
conducta, y se observd que todos los grupos presentaron niveles similares de este
comportamiento [tratamiento prenatal: x?(1, N =55) = 1.384, p = 0.239; tratamiento postnatal:
x> (1, N =55) = 2.888, p = 0.089; Figura 5.11a]. En este ensayo también se evalué la exploracién
vertical y no se encontraron diferencias entre los grupos [tratamiento prenatal: x?(1, N =55) =

0.594, p = 0.441; tratamiento postnatal: x*(1, N =55) =1.681, p = 0.195; Figura 5.11b].
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Figura 5.11: Efecto de la exposicion prenatal a VPA y postnatal a E2 en el ensayo de auto-
acicalamiento. (a) Todos los grupos transcurrieron cantidades similares de tiempo acicalandose y (b)
presentaron frecuencias similares de exploracién vertical. Los datos se presentan como media + S.E.M.,
con los valores individuales como puntos negros. Nsai-oit = 13, Nsate2 = 17, Nveao = 12, Nvpag2 = 13.
Datos modelados con modelos generalizados y mixtos.

5.3.4. Comportamientos relacionados a la ansiedad y la depresién

Los comportamientos relacionados a la ansiedad, asi como los relacionados a la
depresion, tienen alta comorbilidad con el TEA. Evaluamos estos comportamientos mediante el
ensayo de alimentacién suprimida por la novedad (NSF). Esta es una prueba basada en un
conflicto, ya que un animal que ha sido privado de comida durante un dia entero se enfrenta a
la opcion de acercarse y consumir un pellet de comida en el centro de una arena abierta,
novedosa y bien iluminada, o quedarse a un lado para evitar el centro de este ambiente
ansiogénico (Samuels and Hen 2011). Este ensayo ademas es sensible al tratamiento crénico con
drogas antidepresivas, pero no es afectado por el tratamiento agudo con ellas, por lo que suele
ser utilizado para estudiar los efectos de dichos tratamientos crdnicos y los diversos mecanismos
qgue median la respuesta antidepresiva. En este ensayo observamos un efecto del tratamiento
prenatal sobre la latencia a ir al centro a olfatear la comida [tratamiento prenatal: x*(1, N = 55)
=7.633, p = 0.005; tratamiento postnatal: x> (1, N = 55) = 1.749, p = 0.186], donde los animales
VPA presentaron una menor latencia que los grupos SAL [Figura 5.12a]. Como control,
evaluamos la pérdida de peso debida al ayuno, y observamos que todos los grupos perdieron
alrededor del 10% de su peso corporal luego de 24 horas de ayuno [tratamiento prenatal: x*(1,
N =55) =0.438, p = 0.507; tratamiento postnatal: x2(1, N = 55) = 0.095, p = 0.757; Figura 5.12b].
Llamativamente, al evaluar la ganancia de peso luego de 24 horas de la interrupcién del ayuno,
se observd una interaccién entre los tratamientos prenatal y postnatal [x? (1, N = 55) = 4.881, p
= 0.027], donde el analisis post hoc arrojé que los animales VPA-OIL recuperaron un menor

porcentaje de su peso en 24 horas (Figura 5.12c).
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Figura 5.12: Efecto de la exposicidn prenatal a VPA y postnatal a E2 en el ensayo de NSF. (a) Se observé
un efecto prenatal en la latencia a ir hacia la comida, donde los animales VPA fueron mas rapido al centro
a olfatear la comida. (b) Todos los grupos perdieron alrededor del 10% de su peso luego de 24 horas de
ayuno. (c) Los animales VPA-OIL mostraron una menor recuperacion de su peso corporal durante las 24
horas posteriores a la finalizacion del ayuno. Los datos se presentan como media + S.E.M., con los valores
individuales como puntos negros. Datos modelados con modelos generalizados y mixtos: efecto
prenatal, ** p < 0.01; Prueba post hoc de Tukey, # p < 0.05.

Para evaluar comportamientos relacionados con la depresion se realizé también el
ensayo de splash de sacarosa. Esta prueba evalla el comportamiento de acicalamiento, definido
como la limpieza del pelaje ya sea lamiendo o rascando, después de la aplicacién de una solucién
de sacarosa al 10% en el pelaje dorsal del ratén. La viscosidad de la solucién impulsa a los ratones
a iniciar un comportamiento de aseo. En ratones con un fenotipo relacionado a la depresidn se
espera que presenten una mayor latencia a acicalarse (tiempo de inactividad entre la
pulverizacién y el inicio del aseo) y una disminucion del tiempo dedicado al aseo (D’Audiffret et
al. 2010). En este ensayo se encontré un efecto del tratamiento prenatal en el tiempo que los
ratones transcurren acicalandose la cara con las patas delanteras [tratamiento prenatal: x*(1, N
= 55) = 5.788, p = 0.016; tratamiento postnatal x?(1, N = 55) = 0.022, p = 0.882; Figura 5.13a].
No se encontraron diferencias significativas en el resto de los parametros medidos: el tiempo
lamiéndose el pelaje [tratamiento prenatal: 2 (1, N = 55) = 0.1842, p = 0.667; tratamiento
postnatal: x2 (1, N = 55) < 0.001, p = 0.986; Figura 5.13b], el tiempo rascandose con las patas
traseras [tratamiento prenatal: x* (1, N = 55) = 0.574, p = 0.4487; tratamiento postnatal: x* (1, N
= 55) = 0.827, p = 0.363; Figura 5.13c], la cantidad de eventos de exploracién vertical
[tratamiento prenatal: ¥? (1, N = 55) = 0.147, p = 0.700; tratamiento postnatal: x* (1, N=55) =
0.703, p = 0.401; Figura 5.13d], la latencia a lamerse el pelaje [tratamiento prenatal: x* (1, N =
55) =0.430, p = 0.511; tratamiento postnatal: x? (1, N = 55) = 1.583, p = 0.208; Figura 5.13¢e] y el
tiempo total de aseo [tratamiento prenatal: X2 (1, N = 55) = 1.693, p = 0.193; tratamiento
postnatal: x? (1, N = 55) < 0.123, p = 0.724; Figura 5.13f].
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Figura 5.13: Efecto de la exposicion prenatal a VPA y postnatal a E2 en el ensayo de splash de
sacarosa. (a) Los animales expuestos prenatalmente a VPA trascurrieron menos tiempo acicalandose
la cara. (b) Todos los animales se lamieron el pelaje durante una cantidad de tiempo similar. (c)
Todos los animales se rascaron con las patas traseras aproximadamente el mismo tiempo. (d) Todos
los grupos presentaron frecuencias similares de exploracién vertical. (e) Todos los grupos
presentaron latencias similares a lamerse el pelaje. (f) No se observaron efectos de los tratamientos
sobre el tiempo total de aseo. Los datos se presentan como media + S.E.M., con los valores
individuales como puntos negros. Nsat-oi= 13, Nsat-e2= 17, Nvpa-oiL= 12, Nvpae2=13. Datos modelados
con modelos generalizados y mixtos: efecto prenatal, * p < 0.05.

Otro ensayo que también responde al tratamiento con antidepresivos es el ensayo de
natacién forzada (FST), en el cual disminuyen el tiempo en que los animales transcurren
inmoviles (Porsolt, Le Pichon, and M Jalfre 1977; Steru et al. 1985). Realizamos el FST en dos dias
consecutivos, ya que se ha reportado que la re-exposicidon a un ambiente estresante induce que
los animales transcurran mas tiempo inmoviles que lo que se observa durante el dia 1 (Bielajew
et al. 2003) y, de esta manera, esperabamos ver mayor contraste entre los grupos. Sin embargo,
solamente se encontré un efecto del tratamiento postnatal en el tiempo de inmovilidad durante
los ultimos 4 minutos del ensayo tanto en el dia 1 [x*(1, N =55) = 20.143, p <0.001; Figura 5.14a]
como en el dia 2 [x* (1, N = 55) = 17.198, p <0.001; Figura 5.14c], sin interaccién con el
tratamiento prenatal [dia 1: ¥* (1, N = 55) = 0.478, p = 0.489; dia 2: ¥*(1, N = 55) = 0.002, p
<0.961]. Cuando se analizé el ensayo a lo largo de los minutos, se encontré que todos los ratones

aumentan su inmovilidad a lo largo del tiempo, tanto en el dia 1 [x?(5, N = 55) = 351.001, p <
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0.001, Figura 5.14b] como en el 2 [x?(5, N = 55) = 20.219, p = 0.001; Figura 5.14d], y no se
encontré interaccion de los tratamientos con el tiempo [dia 1: X? (5, N=55) = 8.655, p = 0.123;

dia 2: x*(5, N=55) = 7.4208, p = 0.191].
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Figura 5.14: Efecto de la exposicion prenatal a VPA y postnatal a E2 en el ensayo de FST llevado a
cabo en dos dias consecutivos. (a) Los animales expuestos a E2 transcurrieron menos tiempo inméviles
durante el ensayo de FST llevado a cabo el dia 1. (b) Todos los animales habituaron al ensayo durante
el dia 1, ya que aumentaron su inmovilidad a lo largo del tiempo. (c) Los animales E2 trascurrieron
menos tiempo inmdviles durante el ensayo de FST llevado a cabo el dia 2. (d) Todos los animales
habituaron al ensayo durante el dia 2. Los datos se presentan como media + S.E.M., con los valores
individuales como puntos negros. Nsat-oiL = 13, Nsat-e2 = 17, Nvpa-oi = 12, Nvpae2 = 13. Datos modelados
con modelos generalizados y mixtos: efecto postnatal, *** p < 0.001.

5.3.5. Control de pesos y de masculinizacion

A medida que se fueron realizando los ensayos comportamentales en ratones adultos,
se fue controlando el peso y se observé que todos los grupos aumentaron de peso a lo largo de
los ensayos [x?(4, N = 55) = 70.011, p <0.001; Figura 5.15a]. Ademas, encontramos un efecto de
los tratamientos prenatal [x?(1, N = 55) = 20.336, p <0.001] y postnatal [x?(1, N =55) =5.125, p
= 0.235], sin interaccién [x? (4, N = 55) = 0.3544, p = 0.986], donde los animales VPA pesaron

menos que los animales SAL y los animales E2 pesaron menos que los animales OIL.

Por ultimo, para evaluar si el tratamiento farmacoldgico postnatal fue suficiente para

alterar el desarrollo gonadal de las hembras, pesamos los ovarios de los animales y se relativizo
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ese valor al peso corporal del propio animal. Se encontré un efecto del tratamiento postnatal [F
(1,26) = 98.765, p < 0.001; Figura 5.15b] donde, como se esperaba, los ovarios de las hembras

tratadas con estradiol eran mas livianos.
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Figura 5.15: Efecto de la exposicion prenatal a VPA y postnatal a E2 sobre el peso corporal en la
adultez y peso relativo de los ovarios. (a) Se observaron efectos tanto del tratamiento prenatal como
del postnatal sobre el peso corporal a lo largo de las semanas en que se llevaron a cabo los ensayos
comportamentales. Nsat-oiL = 13, Nsat-e2 = 17, Nvpa-oil = 12, Nveae2 = 13. (b) Se encontré un efecto del
tratamiento postnatal en el peso se los ovarios relativizados al peso corporal, donde los animales
expuestos postnatalmente a estradiol mostraron ovarios poco desarrollados. Nsat-oiL = 8, Nsae2 = 9,
Nvpa-oiL = 8, Nvea-e2 = 5. Datos modelados con modelos generalizados y mixtos, *** p < 0.001.

Para controlar si el tratamiento con estradiol durante el periodo postnatal afecta el eje
hipotdlamo-hipdfisis-gonadal, medimos la concentracion de las hormonas estradiol vy
progesterona en plasma. Encontramos una interaccion entre los tratamientos en la
concentracién de estradiol en plasma [F (1, 26) = 5.429, p = 0.027; Figura 5.16a], sin embargo,
el analisis post hoc no arrojé ninguna diferencia entre los tratamientos. Respecto a la
concentracién de progesterona en plasma, encontramos un efecto del tratamiento postnatal
[F(1, 26) = 10.273, p = 0.003; Figura 5.16b], sin efecto del tratamiento prenatal [F (1,26) =0.126,
p = 0.725], donde las hembras E2 presentaron una menor concentracién de progesterona en
plasma. Por ultimo, el cociente entre progesterona y estradiol arrojo un efecto significativo del
tratamiento postnatal, donde al igual que con la variable progesterona, las hembras E2
presentaron menores niveles de la relacion progesterona/estradiol que las hembras OIL [F (1,
26) =12.518, p = 0.002; Figura 5.16c], mientras que no hubo efecto del tratamiento prenatal [F
=(1,26) = 0.432, p=0.516].
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Figura 5.16. Las hembras tratadas postnatalmente con estradiol presentaron menores niveles de
progesterona en plasma que las hembras OIL. (a) Se observé un efecto de interaccidn entre los
tratamientos en los niveles de estradiol en plasma. (b) Se observé un efecto del tratamiento postnatal
sobre la concentracion de progesterona en plasma, donde las hembras E2 presentaron niveles
reducidos de la hormona. (c) Se observé un efecto del tratamiento postnatal sobre la relacidn de las
hormonas progesterona y estradiol en plasma. Los valores de machos (M) se colocaron como
referencia, pero no fueron incluidos en los ensayos estadisticos. Se grafica la media + S.E.M., con los
valores individuales como puntos negros. Datos modelados con modelos generalizados y mixtos,
efecto postnatal: * p < 0.05.

Estos resultados verifican el efecto del E2 postnatal sobre el desarrollo de los ovarios y

sobre el funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal.
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5.4. Discusidn

Los resultados de este capitulo muestran que las hembras VPA presentan una
disminucién en los comportamientos sociales a P21, mientras que el tratamiento con estradiol
durante el periodo neonatal revierte este efecto del VPA. En cambio, cuando adultas, las
hembras VPA-E2 presentan una alteracion en la habituacion a un estimulo social respecto a los
controles, tanto en el ensayo de interaccidn social como en el ensayo de habituacion y
reconocimiento de la novedad social. Observamos también que las hembras VPA-OIL
presentaron una menor latencia a olfatear la comida en el centro de una arena iluminada y
ansiogénica, un fendmeno que no habiamos evaluado previamente en el modelo VPA. Se
encontré también que las hembras VPA se acicalaron la cara por menos tiempo en el ensayo de
splash de sacarosa. Por ultimo, en el ensayo de natacion forzada se observd que las hembras
tratadas con E2 pasaron menos tiempo inmoéviles que los animales OIL en los dos dias

consecutivos en los que fueron testeadas.

Cabe destacar que es la primera vez que en nuestro laboratorio se evalda juego juvenil
en hembras en el modelo VPA, un fendmeno que si habiamos evaluado en las crias VPA macho.
Es interesante que, si bien como se menciond previamente las hembras VPA adultas no
muestran la disminucién en la sociabilidad que muestran los machos VPA adultos (Kazlauskas et
al. 2019), los resultados presentados en este capitulo ponen en evidencia que el VPA si afecta el
comportamiento social de las hembras juveniles. En particular, encontramos que las hembras
VPA presentaron menor frecuencia de solicitacion de juego. Estos resultados condicen con un
trabajo previo en el cual se reporté que, en la adolescencia, tanto las ratas macho como las
hembras expuestas a VPA mostraron patrones atipicos de comportamiento en el juego social,
mientras que solo los machos, pero no las hembras, expuestos a VPA mostraron déficits sociales
a largo plazo cuando se les evalud en la edad adulta en la prueba de tres cdmaras (Melancia et
al., 2018). En cambio, estos resultados difieren de un reporte previo en ratas hembras expuestas
a VPA que no mostraron diferencias en la duracién total de juego respecto a las ratas inyectadas
con vehiculo, aunque los machos si se vieron afectados (Gzielo et al. 2020). Estas discrepancias
podrian deberse a diferencias de especie, ya que en dicho trabajo reportaron diferencias entre
sexos debidas a que los machos juegan mas que las hembras, mientras que en el capitulo
anterior demostramos que en el caso de los ratones CF1 sélo se evidencian diferencias entre
machos y hembras en el comportamiento de pasar por arriba o por abajo del compafiero, en
olfatear la nariz del compafero y en el acicalamiento social, pero no en los demas
comportamientos analizados. Un resultado que parece contradictorio es que los animales del

grupo VPA-OIL, si bien en general estuvieron menos involucrados en comportamientos sociales,
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también presentaron altos niveles de comportamientos afiliativos. El andlisis mas detallado de
estos resultados muestra que este grupo pasa gran parte del tiempo sentado lado a lado del
companiero, por lo que no estuvieron involucrados en los comportamientos de investigacion, de
investigacion social y en comportamientos no sociales. Consideramos estos resultados muy
interesantes, ya que sugieren que los niveles de sociabilidad de las hembras son de hecho
afectados por la exposicion prenatal a VPA, pero que eso es observable sélo en el periodo

juvenil.

Al analizar el efecto del protocolo de masculinizacidn, encontramos una interaccién
entre los tratamientos prenatal y postnatal en distintos comportamientos analizados. Por un
lado, las hembras VPA-OIL presentaron una menor frecuencia de comportamientos de
investigacion, y el E2 revierte este efecto. Por otro lado, la interaccién entre los tratamientos
prenatal y postnatal sobre los comportamientos afiliativos revela un efecto diferencial del E2 en
las hembras SAL que en las hembras VPA: los animales SAL-E2 pasan mads tiempo en estos
comportamientos que las hembras SAL-OIL, pero en las hembras VPA el E2 tiene el efecto
opuesto. Seria interesante en futuros experimentos explorar en mds detalle estos
comportamientos y los efectos de los tratamientos sobre ellos, por ejemplo evaluando la
exploracién de objetos novedosos y la preferencia por estimulos sociales como por ejemplo

aserrin o un hisopo con orina de raton.

En la adultez, las hembras VPA-E2 muestran un patron de respuesta a un estimulo social
diferente a los otros grupos experimentales, ya que no habitlan al estimulo social como si lo
hacen los animales control, tanto en el ensayo de interaccién social como en el de habituacion
y reconocimiento de la novedad social. Asi, aunque no es evidente una disminucién de la
sociabilidad como se observa en los machos VPA (Kazlauskas et al. 2019), los resultados
presentados evidencian un efecto combinado del VPA prenatal y el estradiol neonatal sobre la
sociabilidad. En base a estos resultados, proponemos que la feminizacion del cerebro y/o el
normal funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal, son necesarios para que las
hembras muestren resiliencia a las alteraciones inducidas por el VPA prenatal en la sociabilidad
en la adultez. Dicho de otra manera, podemos evidenciar alteraciones a largo plazo en la
sociabilidad adulta de hembras expuestas prenatalmente a VPA, cuando las mismas son

expuestas neonatalmente a estradiol.

Esta resiliencia en las hembras no es observada en los machos, ya que el tratamiento
prenatal con VPA en machos genera alteraciones sociales permanentes (tanto en juveniles como
en adultos). Pero también es necesario resaltar que los efectos del VPA sobre la sociabilidad,

tanto juvenil como adulta, no son iguales en hembras y machos, o en hembras masculinizadas y
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machos, respectivamente, sugiriendo que pueden estar afectando circuitos neuronales
diferentes y/o que pueden existir otros factores ligados al sexo, como los genes presentes en el
cromosoma Y, que participen en esta vulnerabilidad y afecten el desarrollo de las conductas

sociales.

En humanos, los fenotipos de nifias y nifios no son los mismos y se discute si los criterios
de diagndstico para TEA deberian ser iguales para niflas que para nifios. De hecho, una teoria
para explicar el sesgo en el diagnéstico es que, en nifas, la presentacién del autismo es
cualitativamente diferente a la tipica presentacion masculina (teoria del fenotipo autista). Esta
teoria se basa en que el autismo femenino presenta una expresion diferencial de las
caracteristicas fundamentales subyacentes del autismo. Se ha reportado que, aunque las nifias
parecen tener el mismo tipo de déficit de comunicacién social, su motivacién social y deseo de
ser apreciadas por sus compaferos es mayor que la de los nifios [revisado en (Young et al.,,
2018)]. Las nifias con autismo exhiben mejor los llamados comportamientos expresivos
(conversacidn reciproca, compartir intereses, integracién de comportamiento verbal/no verbal,
imaginacion, ajuste del comportamiento segun la situacién), y presentan problemas en la
amistad de manera diferente (una mejor iniciacidén pero un mantenimiento problematico) que

los nifios con autismo (Hiller, Young, and Weber 2014).

Una caracteristica clave en el fenotipo femenino del TEA es la capacidad de "camuflar"
las dificultades sociales en situaciones sociales. El camuflaje se refiere al uso de estrategias
conscientes o inconscientes, que pueden aprenderse explicitamente o desarrollarse
implicitamente, para minimizar la aparicidon de caracteristicas autistas dentro de un entorno
social (Lai et al. 2011). Las nifias y mujeres con autismo intentan ocultar sus déficits y muestran
una gran determinacién para aprender las normas y matices sociales (Bargiela, Steward, and
Mandy 2016). Un concepto similar que se ha propuesto recientemente es el de compensacion
(Livingston and Happé 2017): la compensacion describe el uso de estrategias cognitivas
alternativas para superar dificultades sociocognitivas o conductuales especificas en el autismo.
Se ha reportado que el contexto social femenino apoya este mecanismo, donde las nifias con
TEA utilizan conductas compensatorias, como permanecer cerca de sus compafieros y entrar y
salir de las actividades, que parecen enmascarar sus limitaciones sociales (Dean et al. 2017). En
los resultados de este capitulo los mecanismos compensatorios a lo largo del desarrollo en
hembras que llevan a que el tratamiento con VPA afecte las conductas en el periodo juvenil pero
no en adultas, estaria orquestado por el esquema organizacional dado por la presencia/ausencia
de hormonas en el periodo perinatal y modulado por la activaciéon de los circuitos por las

hormonas durante la pubertad. Serd importante ahondar en este fendmeno, afectando por
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ejemplo la maduracion sexual mediante ovarectomia en la pubertad y evaluando el efecto sobre

las hembras VPA en la adultez.

Los sindromes depresivos presentan una comorbilidad incapacitante para muchos nifios
con TEA (Magnuson and Constantino 2011). Ademas, las mujeres son mas propensas que los
varones a presentar depresién. Otro componente clave del fenotipo autista en nifias es que
éstas presentan un mayor riesgo de desarrollar problemas de internalizacion (como ansiedad y
depresion) debido a la experiencia repetida de reacciones sociales negativas y a desajustes en
la comunicaciéon, a pesar de los esfuerzos compensatorios del camuflaje (Kreiser and White
2014). En este capitulo hicimos una extensa evaluacidn de los comportamientos relacionados
con la depresion. Por un lado, observamos que en el NSF las hembras VPA presentaron una
menor latencia a ir al centro de la arena a olfatear la comida. Este resultado es opuesto a
resultados previos donde se observé en otro modelo de autismo que las ratonas hembra
heterocigotas para Mecp2™™™ tienen una mayor latencia en ir hacia la comida en este test
(Kondo et al. 2016). En este caso la diferencia puede deberse a que el nuestro es un modelo
farmacolégico mientras que el mencionado es un modelo genético. Asimismo, se reportd que el
tratamiento con VPA aumenta la latencia a ir a comer al centro en el NSF (Ellenbroek, August,
and Youn 2016), pero en este ultimo caso utilizaron una dosis mas baja de VPA (400 mg/kg) que
la que usamos en esta tesis (600 mg/kg), lo que podria llevar a resultados comportamentales
diferentes. Cuando se realiza el NSF, es critico evaluar la ingesta y ganancia de peso de los
animales una vez que la comida es repuesta, para controlar cualquier efecto potencial de la
variable independiente del apetito en el comportamiento de alimentacién. Observamos que
todos los grupos perdieron alrededor del 10% del peso corporal durante el ayuno, que es lo que
se registra en la mayoria de las cepas (Samuels and Hen 2011). Sin embargo, cuando evaluamos
la ganancia de peso durante las 24 horas subsiguientes al ensayo, notamos que a los animales
VPA-OIL les cuesta mas recuperar el peso corporal. Esto podria deberse a un componente
heddnico bajo, es decir una menor atraccion por la comida, aunque no podemos descartar
diferencias metabdlicas en este grupo. Cabe destacar que el NSF no sélo mide el componente
heddnico de afinidad por la comida sino que también demuestra una validez predictiva para los
efectos ansioliticos de las benzodiacepinas en el curso temporal (Dulawa and Hen 2005). Asi, en
los animales VPA-OIL, la menor latencia a ir hacia la comida no podria explicarse por un mayor
componente heddnico, sino que sugiere que estos animales muestran niveles reducidos de
ansiedad. Para confirmar esto, seria interesante evaluar en detalle el comportamiento

relacionado con la ansiedad, utilizando ensayos especificos como el laberinto elevado en cruz,
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el campo abierto, o la caja de luz/oscuridad (Campolongo et al. 2018; Lucchina and Depino

2014).

Por otro lado, para ahondar aun mas en los comportamientos relacionados a la
depresion, llevamos a cabo los ensayos de splash de sacarosa y el FST. Si bien en el ensayo de
splash de sacarosa observamos un efecto del VPA sobre el tiempo de acicalamiento que va en
linea con los efectos del VPA sobre comportamientos relacionados con la depresién en machos
(Campolongo et al., 2018), los resultados del FST no verifican este resultado. En cambio, en el
FST observamos un robusto efecto del tratamiento postnatal sobre la inmovilidad, donde las
hembras inyectadas postnatalmente con estradiol permanecen menos tiempo inmdviles que las
controles. Este resultado va en linea con los resultados del capitulo anterior (Seiffe et al. 2021),
donde observamos el mismo efecto del E2 postnatal. Asi, verificamos en un experimento
independiente que el protocolo de masculinizacién utilizado afecta este comportamiento

relacionado con la depresidn.

A diferencia del capitulo anterior, en este capitulo encontramos que el E2 neonatal tiene
efectos a largo plazo en el peso, ya que se observé que las hembras tratadas con E2 mostraron
un menor peso durante los ensayos comportamentales en la adultez. Si bien hay muchos
estudios respecto al efecto activacional del E2 en hembras y cémo afecta la acumulacion de
grasas y el metabolismo [revisado en (Brown and Clegg 2010)], poco se sabe acerca de los
efectos de las hormonas gonadales en el periodo perinatal sobre el peso corporal. Estudios
previos muestran que los ratones macho inyectados con 1 pul de E2 en la cisterna magna en P5
mostraron un peso corporal mas bajo que los controles tratados con vehiculo (Macri et al. 2010).
Por otro lado, en un estudio donde inyectaron en P1 100ug de E2, observaron que solamente
los machos mostraron una disminucién de peso en la adultez, y no las hembras (Connelly et al.
2015). El circuito involucrado en las alteraciones observadas necesita ser estudiado mas a fondo,
pero pareciera no deberse al cambio en la ingesta de la comida, ya que se ha reportado que las
hembras a las que se les administré E2 en P5 no mostraron diferencias en la alimentacién (Bell
1971), y tampoco parece deberse a que las hembras tratadas con estradiol presenten una mayor
actividad fisica ya que, de hecho, observamos una disminucidn en la distancia recorrida en el
laberinto en Y por parte de las hembras E2 en el capitulo anterior. Por otro lado, observamos
que las hembras tratadas con VPA presentan un menor peso corporal que las hembras SAL, un
resultado va en la misma linea que trabajos anteriores (Kazlauskas et al. 2016; Schneider and
Przewtocki 2005), y parece deberse a un efecto del VPA sobre este parametro, cuyo mecanismo

desconocemos.
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Finalmente, observamos un efecto del tratamiento postnatal en el peso de los ovarios.
Este resultado confirma el efecto del tratamiento del E2 sobre el desarrollo gonadal, ya que los
ovarios de las hembras E2 se mostraron atrofiados. En la misma linea, los animales expuestos
postnatalmente a E2 muestran niveles reducidos de progesterona en plasma, demostrando una
deficiencia en el funcionamiento gonadal. Es importante resaltar que debido a este resultado no
podemos descartar que algunas diferencias comportamentales entre las hembras OILy E2 no se
deban a la falta de esteroides sexuales en las hembras E2 adultas. Asi, las diferencias en los
niveles circulantes de hormonas podrian afectar tanto los mecanismos de resiliencia (como se
menciond antes) como la expresion de comportamientos especificos en la vida adulta.
Necesitamos realizar otros estudios, por ejemplo realizando reemplazo hormonal u

ovariectomia, para distinguir entre estos efectos.

En conclusién, estos resultados confirman que la exposicion a hormonas gonadales
durante el desarrollo vuelve a las hembras mads vulnerables a los efectos del VPA prenatal, ya
que la exposicion a VPA mds la exposicidn a E2 condujo a una alteracion en la habituacién social.
Este modelo planteado es muy interesante porque explica la vulnerabilidad observada en
machos frente al estimulo Unico del VPA y apunta a que alteraciones en los mismos circuitos,
como el de la masculinizacion, pueden llevar a fenotipos diferentes entre machos y hembras.
Consideramos que este es un aporte clave para entender la vulnerabilidad diferencial entre

sexos al TEA y para entender también los fenotipos diferentes entre nifios y nifias autistas.
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6. Discusion



6.1.  Diferencias entre sexos en el diagndstico del autismo

Las teorias principales que explican las razones del sesgo entre sexos son el modelo de
diferencias en el cerebro (en inglés: Brain Differences Model) (Baron-Cohen, Knickmeyer, and
Belmonte 2005), el modelo de mayor variabilidad (en inglés: Greater Variability Model) (Wing
1981), el modelo de riesgo/umbral (en inglés: Liability/Threshold Model) (Tsai, Stewart, and
August 1981), y el modelo de convergencia de masculinizacién del cerebro e inflamacion

(McCarthy and Wright 2017).

Dentro de la teoria de diferencias en el cerebro, se enmarca la teoria del cerebro
masculino extremo, y propone que los cerebros masculinos y femeninos estan cableados de
manera diferente, lo que resulta en que los varones presenten mayor facilidad para la
sistematizacion y las mujeres presenten mayor facilidad para empatizar [revisado en (Baron-
Cohen, 2002)]. Teniendo en cuenta estas definiciones, el autismo puede ser considerado como
un extremo del perfil masculino normal. De acuerdo a esto, los hombres serian mas vulnerables
para desarrollar TEA dado que los caracteres del TEA constituirian una forma extrema del patrén
masculino en el neurodesarrollo, mientras que las mujeres son menos susceptibles a presentar

TEA por sus habilidades sociales y comportamientos de empatia basalmente mayores.

La teoria de mayor variabilidad (Wing 1981) radica en que los nifios presentan una
mayor variabilidad dentro del espectro autista, mientras que las nifias presentan caracteristicas
del TEA debido a patologias determinadas. Esto lleva a que exista una mayor prevalencia, pero
una menor gravedad del fenotipo, en varones en comparacién con las mujeres. De esta manera,
si se tienen en cuenta a los nifios con un coeficiente intelectual (IQ) mayor a 50, el cociente
nifios:nifas es 15 veces mayor que si se tiene en cuenta al total de la poblacién con autismo que
incluyeron en ese estudio. Este modelo esta explicado por la presencia de condiciones organicas
en las hembras, y mds defectos de nacimientos en las mismas, mientras que los varones
presentan una mayor variabilidad genética. Queda por establecer cual seria la causa de la mayor

variabilidad en varones.

El modelo riesgo/umbral sugiere que las hembras presentan mecanismos de
compensacion que disminuyen la probabilidad de presentar rasgos de autismo. Este modelo
propone que las mujeres y los varones presentan las mismas probabilidades de presentar TEA,
pero que el umbral para ser diagnosticadas con autismo es mds alto en mujeres. En otras
palabras, las mujeres necesitan una dosis mayor de expresidon de genes de riesgo para verse
afectadas fenotipicamente. Esta teoria se complementa con la teoria de Wing, ya que las

mujeres afectadas por TEA presentan un autismo mas severo. En un estudio plantearon que si
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las mujeres estan mas protegidas, deberian tener una mayor carga etioldgica para manifestar el
mismo grado de severidad de autismo que los varones (Robinson et al. 2013). De acuerdo con
esto, en este trabajo reportaron que las mujeres con autismo presentan mas probabilidad de
tener hermanos con rasgos autistas que los varones, y esto probablemente se deba a que las
mujeres presentan una mayor expresion de genes de riesgo requeridos para la manifestacién
del TEA. En la misma linea, como ya se menciond previamente, otro trabajo reportd que las
mujeres con TEA presentan sistemdaticamente mas variaciones de nucleétido Unico y variantes
en el nimero de copias de genes que las que presentan los hombres con TEA (Jacquemont et al.

2014).

Por ultimo, la cuarta teoria parte del concepto de que los procesos involucrados en la
masculinizacidn del cerebro convergen con los procesos involucrados en inflamacidon y aumenta
la vulnerabilidad masculina al trastorno del espectro autista (McCarthy and Wright 2017).
Basada en la investigacion en roedores y en evidencia correlacional en humanos, esta teoria
propone que las hembras tienen bajos niveles de sefializacién inflamatoria en el cerebro,
mientras que el proceso natural de masculinizacién aumenta la inflamacién en los machos y
lleva a los machos mas cerca del umbral de vulnerabilidad que puede traspasarse mas

facilmente si procesos inflamatorios ocurren durante un periodo de desarrollo sensible.

Como se dijo previamente, en la teoria de diferencias en el cerebro se enmarca la teoria
del cerebro masculino extremo que a su vez asume que el cerebro tipico masculino es diferente
al cerebro tipico femenino. Un enfoque alternativo es que los cerebros tipicos de hembra son
también tipicos de machos, y que la diferencia entre sexos existe solamente en cerebros raros
con una frecuencia baja (Joel et al., 2018). En dicho trabajo se analizé la estructura de 2176
cerebros humanos y encontraron, mediante un analisis de deteccidon de anomalias, que es igual
de probable clasificar el cerebro de mujeres como un cerebro masculino que como uno
femenino. Mediante algoritmos de agrupamiento no supervisados, encontraron que los "tipos"
de cerebros comunes (mujer o vardn) son igualmente comunes en mujeres y hombres, y que es
casi tan probable que un hombre y una mujer tengan el mismo "tipo" de cerebro que dos
mujeres o dos hombres. También observaron que las diferencias entre sexo mas robustas se
daban solamente en los cerebros “raros”. Esto ultimo significa que parece que, en lugar de
consistir en dos poblaciones distintas de cerebros, es decir, “cerebros masculinos” y “cerebros
femeninos”, la poblacion de cerebros humanos consiste en muchos “tipos” de cerebros que son
igualmente comunes en mujeres y hombres, y en algunos “tipos” raros de cerebros, que son
mas probables en un sexo que en el otro (se encuentran dentro del mismo continuum, pero son

mas comunes en un sexo que en otro). Por Ultimo, los algoritmos de agrupamiento supervisados
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revelaron que los "tipos" cerebrales tipicos de una categoria de sexo en una muestra podrian

ser tipicos de la otra categoria de sexo en otra muestra.

Entonces, éexiste un cerebro masculino y uno femenino? McCarthy, quien presenta la
teoria de convergencia en la masculinizacién/inflamacién, aborda la problematica mediante una
revisién de los mecanismos celulares y moleculares bdsicos mediante los cuales las hormonas
establecen las diferencias sexuales en el cerebro en las primeras etapas del desarrollo (Joel and
McCarthy 2017). Ella plantea que lo mas llamativo en las diferencias sexuales no radica en la

diversidad de los mecanismos, sino en la distribucidn altamente especifica en que se encuentran

los diferentes mecanismos. Un ejemplo interesante es que el nucleo hipotalamico AVPV es mas
grande en hembras de ratas debido a la ocurrencia de muerte celular exclusivamente en
machos. En este caso, tanto las neuronas dopaminérgicas como las gabaérgicas mueren, pero
los mecanismos de muerte celular son muy distintos en cada tipo celular, si bien son
desencadenados por la misma molécula, el estradiol (Krishnan et al. 2009; Waters and Simerly
2009). Esto lleva a la conclusidn de que no puede haber una masculinizacién o una feminizacion
uniforme en todo el cerebro. Con tantos puntos diferentes de variabilidad, tanto en las variantes
genéticas como en la sensibilidad a factores internos y externos, es inevitable que dentro del
cerebro masculino haya algunas regiones fuertemente masculinizadas, mientras que otras
estardn menos masculinizadas o incluso feminizadas y viceversa. Por lo tanto, el cerebro de cada
hombre y de cada mujer es un mosaico de relativa masculinizacién y feminizacién, y el resultado

es una gran variabilidad entre los individuos tanto dentro de cada sexo como entre sexos (Joel

and McCarthy 2017).

Para plantear las hipétesis y objetivos de esta tesis nos apoyamos sobre la cuarta teoria
de sesgo entre sexos, que engloba diversas hipdtesis entre las que se enmarcan las
diferencias en la estructura del cerebro, en los circuitos cerebrales y en las hormonas.
Para abordar y poner a prueba esta teoria, el modelo de exposicién prenatal a VPA es
muy Util porque recapitula el sesgo entre sexos reportado en humanos. También fuimos
capaces de abordar la pregunta desde dos enfoques ya que, por un lado, nos interesaba
evaluar si los machos de nuestro modelo presentan comportamientos relacionados al
autismo mas pronunciados que las hembras, pero sin llegar al punto de la disfuncién y,
a su vez, si el proceso de masculinizacidn es el responsable de estos comportamientos.
Por otro lado, nos interesd evaluar el rol de la exposicidn a las hormonas gonadales en
la mayor susceptibilidad observada en los machos en nuestro modelo. Respecto al
primer enfoque, en el cuarto capitulo, encontramos que la exposicién neonatal de las

hembras a esteroides sexuales resulté en un aumento en los comportamientos
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repetitivos, redujo la exploracién y disminuyé la desesperanza y, ademas, lo interesante
es que el tratamiento con estradiol llevé a las hembras a comportarse de manera similar
a los machos en comportamientos relevantes para el TEA. Luego en el quinto capitulo
pudimos obtener resultados que dan sustento a la hipdtesis de que los machos son mas
vulnerables al tratamiento con VPA debido al proceso de masculinizacidn, ya que
observamos que las hembras VPA masculinizadas muestran alteraciones en la dindmica

social.

6.2. Interaccidén entre el tratamiento con VPA y la masculinizacion mediante la

exposicion a estradiol postnatal en ratones.

La figura 6.1 muestra un esquema donde se observan nuestras hipdtesis acerca de la

interaccion entre el tratamiento prenatal con VPA y el proceso de masculinizacién en ratones.

En el caso de los machos que son tratados con VPA, el tratamiento es suficiente para
gue muestren conductas relacionadas al autismo, como se observé en el capitulo 3, donde los
machos VPA mostraron alteraciones en la sociabilidad, un aumento en los comportamientos
repetitivos y en los comportamientos de desesperanza en el ensayo de natacién forzada. A su
vez, en el mismo capitulo se reportd que los animales VPA mostraron una actividad neuronal
basal elevada en la corteza piriforme respecto a los controles. De esta manera, el tratamiento
con VPA no sdlo afecto las conductas relacionadas al autismo, sino también, a nivel celular, una
de las alteraciones celulares mas robustas y consistentes que observamos en distintas cohortes

de animales en nuestro laboratorio.

En el caso de las hembras que fueron tratadas con VPA en el capitulo 5, observamos que
no presentaron alteraciones en los comportamiento relacionados al autismo en la adultez,
recapitulando resultados previos de nuestro grupo (Kazlauskas et al. 2019). Proponemos
entonces, como se observa en el segundo cuadro de la figura 6.1, que el VPA en las hembras se
presenta como un estimulo que no es suficiente para provocar alteraciones relacionadas al
autismo en adultas, ya que la resiliencia intrinseca que presentan las hembras desplaza al
fenotipo hacia la izquierda en el esquema de la figura 6.1, lo que significa que no se observan

alteraciones a pesar de la exposicidn al VPA.

La hipétesis principal del capitulo 5 es que la resiliencia de las hembras esta dada por la
ausencia de hormonas gonadales durante el periodo postnatal temprano, por lo que las

hembras no atraviesan el proceso de masculinizacidn durante el desarrollo que seria afectado
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Figura 6.1: Modelo de interaccion entre el tratamiento con VPA y la masculinizacion mediante la
exposicidn postnatal a estradiol en ratones.

por el VPA mediante mecanismos epigenéticos o de alteracion de los procesos normales de
desarrollo de los distintos circuitos neuronales. Si bien desconocemos estos mecanismos, un
trabajo previo de nuestro laboratorio reporté que las hembras VPA muestran signos de
activacién glial en el periodo entre P21 y P42 en el giro dentado y en la regiéon CAl en el
hipocampo, asi como en el I6bulo 7 del cerebelo (Kazlauskas et al. 2016). Podria ser que estas
alteraciones observadas en el grupo VPA en el periodo juvenil también estén contribuyendo a
la resiliencia en hembras y a prevenir alteraciones fenotipicas en las ratonas adultas. Queda por
analizar si dichas alteraciones gliales observadas en las hembras VPA durante el periodo juvenil
contribuyen efectivamente a la resiliencia, o en realidad son responsables del fenotipo social
observado en esta tesis en el juego juvenil. En esta linea, trabajos no publicados del grupo
muestran que la aplicacién de un estimulo inflamatorio durante el periodo juvenil resulta en que

las hembras VPA muestren una menor sociabilidad en la adultez, sugiriendo que si la
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neuroinflamacidn participa en la resiliencia, lo hace de manera basal, ya que una mayor

inflamacidn puede afectar negativamente la conducta.

En el tercer cuadro de la figura 6.1 se presentan las hembras en las cuales el estimulo
del VPA mas la masculinizacién del cerebro mediante la exposicion a estradiol resulta en
alteraciones relacionadas al autismo a pesar de los mecanismos de resiliencia. Este enfoque fue
analizado en el capitulo 5, donde se observé que las hembras prenatalmente expuestas a VPAy
a quienes se les inyectd E2 en el periodo postnatal presentaron una alteracion en la habituacion
a un estimulo social respecto a los controles, tanto en el ensayo de interaccion social como en
el ensayo de habituacion y reconocimiento de la novedad social. En este grupo podemos
proponer dos mecanismos posibles de interaccidn entre tratamientos. Por un lado,
hipotetizamos que tanto el VPA como la masculinizacién empujan el desarrollo de los circuitos
relevantes hacia comportamientos relacionados con el TEA, y que la resiliencia de las hembras
no es suficiente para evitar que esto ocurra. Por otro lado, planteamos que la masculinizacién
en realidad facilita que el VPA afecte a los circuitos relevantes, y entonces sélo puedan verse los
efectos del VPA cuando estan ocurriendo los procesos celulares y moleculares tipicos de la

masculinizacién.

Consideramos que dicha hipdtesis podria ponerse a prueba utilizando acercamientos
farmacoldgicos o genéticos que impidan la masculinizacién en machos, como se muestra en el
la caja 4 del cuadro (Figura 6.1). Asi, si a los machos VPA se les inhibe el proceso de
masculinizacién, no presentaran alteraciones relacionadas al autismo. Para llevar a cabo estos
experimentos, proponemos por ejemplo utilizar un inhibidor de la enzima ciclooxigenasa (COX)
como la Indometacina, ya que se ha observado que el tratamiento temprano con esta droga
altera el comportamiento sexual masculino en machos adultos [en particular, resulta en un
aumento en la latencia a montar, a eyacular y a realizar la primera intromisién, asi como
disminuye la frecuencia de intromisiones y de montar (Amateau and McCarthy 2004)]. Algunos
trabajos han demostrado que el mecanismo subyacente a este resultado consiste en que la COX
cataliza la formacidon de un prostanoide intermedio inestable que luego se isomeriza a
prostaglandina E2 (PGE2), y que esta molécula, a su vez, estimula la sintesis de estradiol en el
cerebelo en desarrollo de rata a través de una mayor actividad de la enzima aromatasa (Hla et
al. 1999; Murakami et al. 2002). De esta manera, el mediador inflamatorio, la PGE2, es la
molécula de sefializacion critica que es necesaria y suficiente para la masculinizacion (Amateau
and McCarthy 2004). Proponemos entonces la hipdtesis de que la inhibicién del proceso de
masculinizacidn en machos VPA resultard en animales que no presenten alteraciones

relacionadas al autismo, o que muestren una atenuacién en los sintomas.
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Finalmente, en el udltimo cuadro del esquema de la Figura 6.1, se plantea que en
animales macho VPA que recibieron estradiol durante el periodo postnatal, esperariamos
observar un fenotipo relacionado al autismo mds agravado. Cabe aclarar que podria esperarse
que este experimento no funcione como esperamos por un efecto techo, ya que la aromatasa
es la enzima limitante en la biosintesis de estradiol y ademas, los receptores de estrégeno estan
distribuidos en el cerebro de manera discreta (Balthazart and Ball 2012). Sin embargo, se ha
reportado previamente que el tratamiento con estradiol y testosterona a partir del dia P11,
estimula la aparicién precoz de patrones de comportamiento montantes, intromisivos y, en
menor medida, eyaculadores en ratas macho prepuberales (Baum 1972), dejando en evidencia

gue es posible exacerbar al menos algunos mecanismos de masculinizacion.

6.3. Periodos sensibles en el desarrollo que determinan la sociabilidad en ratones adultos

Un periodo critico es el momento durante el desarrollo a lo largo del cual un individuo
es mucho mas receptivo a un estimulo ambiental que en otros periodos (Sachser et al. 2020).
Por ejemplo, en ratones, el estrés crdénico durante la adolescencia puede generar un
comportamiento relacionado a la ansiedad en adultos, mientras que el mismo estimulo en la
adultez no tiene ningun efecto en los comportamientos relacionados a la ansiedad (Yohn and
Blendy 2017). Cabe destacar que las experiencias durante diferentes etapas de la vida que
tienen diferentes consecuencias en el fenotipo comportamental no son todo o nada, debido a
mecanismos de compensacion mediante los cuales el organismo intenta compensar la falta de
una experiencia temprana relevante. Es por esto que algunos autores prefieren no utilizar el
término fase o periodo ‘critico' y definen un periodo sensible como una etapa especifica de la
vida durante la cual los estimulos ambientales moldean preferentemente un aspecto o aspectos
del desarrollo del comportamiento, y lo hacen de una manera que difiere de los efectos durante

otras etapas (Sachser et al. 2020).
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Como se menciona anteriormente, en esta tesis hemos identificado tres periodos
sensibles que son claves para el desarrollo de la sociabilidad (Figura 6.2), y a continuacion

discutiremos cada uno de ellos.

4 4 Nacimiento 4

VPA E2 HANDLING

Figura 6.2: Periodos sensibles en el desarrollo en los que los estimulos presentados en esta tesis
determinan la sociabilidad en ratones adultos.

6.3.1. Periodo prenatal

En la fase prenatal, el vientre provee un nivel de proteccidn al feto de la influencia de
estimulos ambientales, ademds de poner a disponibilidad todos los nutrientes necesarios y
mediar la desintoxicacién de los desechos del feto a través del flujo sanguineo materno. Sin
embargo, al mismo tiempo, los factores ambientales puede afectar a la madre y mediante
mecanismos maternos modular el desarrollo del feto, resultando a veces en consecuencias a
largo plazo para el fenotipo comportamental de las crias (Sachser et al. 2020). Por ejemplo, en
el capitulo 3 y en trabajos previos del grupo se reporta que la exposicién a VPA prenatal en el
dia gestacional 12.5 lleva a alteraciones en los comportamientos relacionados al autismo en las

crias macho (Campolongo et al., 2018; Seiffe et al., 2022).

El mecanismo propuesto para explicar la accion teratogénica del VPA involucra distintas
vias que pueden afectar el desarrollo prenatal. Por un lado, como se menciond en la
introduccion, el acido valproico es un farmaco antiepiléptico y su mecanismo principal se basa
en aumentar la concentracidon de GABA en el cerebro, aunque también se ha demostrado que
puede modular canales de sodio dependientes de voltaje (Chomiak, Turner, and Hu 2013). Este
mecanismo de accién va en linea con la teoria de que al menos algunas formas de autismo son
causadas por un aumento en la relacion de excitacidn/inhibicidn en los sistemas sensoriales,
mnemotécnicos, sociales y emocionales (Pizzarelli and Cherubini 2011; Rubenstein and
Merzenich 2003). En esta linea, se han reportado en pacientes con TEA niveles elevados de
gama-aminoacido butirico (GABA) en plasma, una disminucién de las enzimas del sistema
GABAérgico y una disminucién de la disponibilidad de GABA en pacientes con autismo [revisado
en (van Kooten et al. 2005)]. También se ha observado un porcentaje de pacientes con TEA que

presentan mutaciones Unicas en genes que codifican para moléculas de adhesion de células
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sindpticas de las familias de neurexina (NRXN)-neuroligina (NLG) [revisado en (Geschwind and
Levitt 2007)], moléculas de adhesién que contribuyen a mantener un balance
inhibitorio/excitatorio apropiado a nivel neuronal. A su vez, la funcion GABAérgica alterada
puede reducir el umbral para desarrollar convulsiones, y esto explicaria la alta comorbilidad
entre epilepsia y TEA (Brooks-Kayal 2010). En el modelo VPA en roedores se ha reportado una
reduccion en el nimero de neuronas inhibitorias parvalbimina positivas (Gogolla et al. 2009) y
una alteracion en el balance excitatorio/inhibitorio en la amigdala lateral (Markram et al. 2008).
Es relevante mencionar que, mientras que en el cerebro maduro GABA presenta funcién
inhibitoria, durante el desarrollo, este neurotransmisor presenta funcidn excitatoria (Ben-Ari
2002), asi el aumento en la sefializacién por GABA en ciertas etapas del desarrollo puede
desencadenar un aumento en la actividad neuronal que desencadene mecanismos
compensatorios que afecten el normal desarrollo del cerebro. Por otro lado, la sefializacidn de
calcio mediada por GABA regula una variedad de procesos diferentes durante el desarrollo como
la proliferacion celular, la migracidn, la diferenciacién, la maduracién de sinapsis y la muerte
celular (Owens and Kriegstein 2002). Teniendo en cuenta las distintas funciones de GABA, sobre
todo durante el desarrollo, no sorprende que la alteracion de la seializacion GABAérgica pueda

dar lugar a un procesamiento de informacidn aberrante, como ocurre en el TEA.

Por otro lado, como se menciond en la introduccidon, el VPA es un inhibidor de
deacetilasas de histonas (Phiel et al. 2001) y como tal podria alterar el estado epigenético,
afectar los programas de expresion génica durante el desarrollo, interrumpir el ciclo celular e
inducir apoptosis. De hecho este mecanismo de accion podria explicar los efectos teratogénicos
del VPA (Ornoy 2009). De hecho, el inhibidor de la deacetilasa de histonas Tricotatina A, tiene
efectos teratogénicos notablemente similares al VPA en embriones de vertebrados, mientras
gue analogos del VPA que no inhiben la deacetilasa de histonas, como la Valpromida, no tienen

efectos teratogénicos (Phiel et al. 2001).

Si bien ambos mecanismos estaran actuando conjuntamente en nuestro modelo VPA,
algunos pocos trabajos experimentales sugieren que los efectos relevantes sobre la conducta se
deberian al efecto como modulador de las acetilasas de histonas. Por un lado, la exposicion a
VPA en el GD 12.5 genera un aumento transitorio en los niveles de acetilacion en el cerebro
embrionario, seguido de un aumento en la apoptosis en la neocorteza y una disminucidn de la
proliferacién celular en la eminencia ganglionar (Kataoka et al. 2013). Ademas, se ha observado
que la exposiciéon a Valpromida en el GD 12.5 no resulta en alteraciones en la conducta
relacionadas con el autismo (Kataoka et al. 2013), dejando en evidencia que este mecanismo es

fundamental.

125



6.3.2. Periodo neonatal

En la mayoria de los mamiferos, el periodo neonatal es esencialmente una extensidn de
la gestacién. De hecho, hay muchos procesos de maduracion que ocurren de manera prenatal
en humanos, mientras que en roedores comienzan en etapa prenatal, pero terminan en el
periodo postnatal. Distintos autores consideran que la transicidn entre el periodo perinatal y la
infancia sucede en roedores entre los dias postnatal 4 y 7 [revisado en (Bell, 2018)]. Durante
este periodo, como se dijo anteriormente y entre otros fendmenos que tienen lugar en el
sistema nervioso central, se lleva a cabo el periodo organizacional del proceso de
masculinizacién del cerebro. Asi, sélo los machos sufren una exposicién a testosterona, lo que,
a su vez moldea tejidos reproductivos y neurales durante el desarrollo, y de esta manera, estos
circuitos pueden ser activados por hormonas circulantes en periodos mds avanzados [revisado
en (McCarthy, 2008)]. Entonces, en el periodo organizacional, uno de los principales factores
gue diferencian hembras de machos, ademas de los cromosomas sexuales, son las hormonas
gonadales. La liberacion de estas hormonas estd regulada por el eje hipotdlamo-hipodfisis-
gonadal, donde el factor de liberaciéon de gonadotropinas liberado en el hipotalamo, estimula la
liberacion de gonadotropinas en la hipodfisis, las que a su vez estimulan las gdnadas para producir
hormonas sexuales, como el estradiol, la progesterona y la testosterona (Kaprara and
Huhtaniemi 2018). De esta manera, en ratones hembras y machos la concentracion de estradiol
en suero es indetectable durante la primera semana de vida (Dutta et al. 2014; Ferri et al. 2018),
mientras que los niveles de testosterona en machos son mucho mayores que en hembras

durante el mismo periodo (Clarkson and Herbison 2016; Corbier, Edwards, and Roffi 1992).

En esta tesis hemos observado que la exposicion a hormonas gonadales durante el
periodo postnatal afecta la conducta en adultos (capitulo 4), en particular las conductas de
exploracién, de desesperanza y estereotipadas se ven afectadas luego del tratamiento con
estradiol neonatal. Ademads, en el capitulo 5, observamos una interaccién del tratamiento
neonatal con estradiol con la exposicion prenatal a VPA, ya que las hembras VPA-E2 no
habituaron a un estimulo social en la adultez. Hay otros reportes donde se observd que los
comportamientos sociales estan influenciados por la exposicién a hormonas gonadales, por

ejemplo cuando se evalua el juego juvenil (Cox and Rissman 2011).

Los mecanismos mediante los cuales la exposicién neonatal a estradiol, tanto de
hembras naive como de hembras expuestas prenatalmente a VPA, pueden afectar el desarrollo
de comportamientos relacionados con el TEA necesitan ser explorados. Durante el periodo

organizacional, entre los dias P1-3, se desarrolla la barrera hemato-encefalica, continua
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desarrollandose el sistema inmune y ocurre la maduraciéon de oligodendrocitos [revisado en
(Semple et al., 2013)]. Muchas de las diferencias entre machos y hembras en el desarrollo del
cerebro y del comportamiento son atribuidas a las diferencias entre sexos en las células del
sistema inmune en el cerebro inmaduro (Nelson and Lenz 2017), por lo que entender las
diferencias entre sexos en el sistema neuroinmune en desarrollo puede ayudar a echar luz sobre
los mecanismos que dan sensibilidad al periodo neonatal y, eventualmente, a la etiologia del

TEA.

Las células inmunocompetentes que residen en el sistema nervioso central tienen un
origen periférico (microglia, mastocitos, y células dendriticas) o derivan de células neurales
(astrocitos) y son capaces de secretar mediadores inflamatorios. En particular, la microglia
deriva del saco embrionario vitelino y los progenitores de microglia se infiltran en el sistema
nervioso central en roedores entre los dias de gestacion 8 y 9.5, donde proliferan y, alrededor
de 4-5 semanas después alcanzan niveles maximos [revisado en (Nelson and Lenz 2017)], para
luego disminuir en un 50% entre la tercera y la sexta semana posnatal debido a un aumento de
la apoptosis y la disminucidn de la proliferacion (Nikodemova et al. 2015). La morfologia de la
microglia en adultos puede ser clasificada en “ramificada”, “intermedia” y “no ramificada”. La
microglia no ramificada e intermedia son consideradas como activas o reactivas, mientras que
la microglia ramificada se considera quiescente (Doyle et al. 2017; Kreutzberg 1996). Bajo
condiciones patoldgicas, la microglia ramificada retrae sus ramificaciones, adquiere capacidad
fagocitica y libera citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. La microglia inmadura en el
cerebro en desarrollo presenta la forma activada y secreta altos niveles de mediadores
inflamatorios, estos mediadores estan implicados en la proliferacién celular, la diferenciacién,
la migracion, la muerte celular y el establecimiento del patrén sinaptico (Lenz and McCarthy
2015). Resulta interesante resaltar que hay un sesgo entre sexos en la microglia en el cerebro
en desarrollo, ya que los machos presentan mayor cantidad de microglia en etapas tempranas
en el desarrollo (Lenz and McCarthy 2015). Esta diferencia comienza a manifestarse durante el
periodo organizacional. De hecho, en el area predptica, donde los machos tienen mas microglia
y mayor proporcion de microglia ameboide que las hembras, cuando las hembras son tratadas
con estradiol se observé un aumento en el nimero y la proporcién de microglia ameboide (Lenz
et al. 2013). En este mismo trabajo demostraron que las diferencias sexuales de la microglia en
el POA son necesarias para el comportamiento sexual dimérfico que los animales exhiben en la

adultez.

Resultados previos del grupo han demostrado alteraciones en los animales expuestos

prenatalmente a VPA tanto en la microglia y en los astrocitos, como en la respuesta a estimulos
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inflamatorios (Kazlauskas et al., 2016; Kazlauskas et al., 2019; Lucchina and Depino, 2014). En
base a todos estos antecedentes y a los resultados presentados en esta tesis, consideramos
relevante evaluar el rol de la microglia durante el desarrollo, su interaccion con la

masculinizacidn y cémo afecta a los comportamientos sociales en animales adultos.

6.3.3.  Periodo juvenil

El periodo peri-adolescente, que estd compuesto por la infancia tardia y la adolescencia,
representa un periodo sensible respecto a los efectos a largo plazo del estrés en el cerebro social
(Tzanoulinou and Sandi 2015). Este incluye la pubertad y la maduracién sexual, que se
caracterizan por presentar cambios hormonales, fisiolégicos y neuronales que hacen que los
individuos de este grupo de edad sean Unicos en comparacién con los miembros mas jovenes o
mayores de su especie (Spear 2000). En los seres humanos se puede considerar que la
adolescencia oscila entre los 10 o 12 afios y los 18 afos, mientras que en roedores se ha
propuesto que la adolescencia comienza en P28 y termina aproximadamente en P42 (Spear
2000). Durante este periodo, en humanos, si bien las experiencias positivas o regulares son
necesarias para desarrollar y refinar el repertorio conductual futuro, junto con las
correspondientes adaptaciones neurobioldgicas, las experiencias negativas pueden ser
excepcionalmente perjudiciales para el individuo en desarrollo y pueden conducir a una

psicopatologia (Heim and Binder 2012).

Como se desarrollé en la introduccidn, los modelos murinos permiten, ademas del alto
grado de control experimental, evaluar con alta especificidad las relaciones entre condiciones
tempranas y fenotipos conductuales a largo plazo, junto con los mecanismos neurobioldgicos
subyacentes. Entre estos modelos se destacan: el aislamiento social a partir del P21, donde se
observé que animales sometidos a aislamiento durante la adolescencia mostraron alteraciones
en los comportamientos sociales (Bicks et al. 2020; Makinodan et al. 2012); protocolos de estrés
a partir de P28, donde las ratas macho sometidas a experiencias de induccién de miedo exhiben
tasas altas y sostenidas de aumento de la agresién en la edad adulta (Marquez et al. 2013);
modelos de derrota social, donde se observd que los ratones expuestos a un protocolo de
derrota social durante 10 dias en la etapa adolescente mostraron un indice mayor de evitacion
social (Zhang et al. 2016); y la manipulacién de los animales durante el periodo juvenil como se

desarrolld en el capitulo 3 (Seiffe et al. 2022).

Las experiencias estresantes alteran con frecuencia el "punto de ajuste” del eje HPA, lo
que puede provocar cambios permanentes en los niveles de glucocorticoides basales y/o

inducidos por el estrés (Sandi and Haller 2015). Las alteraciones inducidas por el estrés pueden
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tener efectos inmediatos sobre la funcidn cerebral a través de mecanismos no gendmicos, y
efectos a largo plazo mediados por cambios en la transcripcion de genes [revisado en (Sandi and
Haller 2015)]. Lo que presentan en comun los modelos murinos mencionados es que los
distintos protocolos de estrés llevan a diferentes patrones de alteracion en el eje HPA. Entre
estos protocolos, se encontré que los machos expuestos a estrés durante el periodo peri-
puberal presentaron una disminucién de corticosterona en plasma en la adultez (Marquez et al.
2013); también, los machos que fueron sometidos a un protocolo de subyugacién social,
presentaron menores niveles de cortisol que los controles luego de la derrota social (Wommack
et al. 2004); por ultimo, se reportd que el aislamiento social luego del destete, si bien no alterd
los niveles de corticosterona basales, indujo una produccion de casi el doble de glucocorticoides

frente a eventos de agresion (Toth et al. 2011).

Estas alteraciones en la respuesta al estrés podrian resultar de adaptaciones
moleculares y celulares dentro de diferentes componentes del eje HPA, asi como en las regiones
del cerebro que regulan la actividad del eje HPA [revisado en (Sandi and Haller 2015)]. Por
ejemplo, el estrés induce cambios en la expresion de los receptores de glucocorticoides en el
hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala (De Kloet, Joéls, and Holsboer 2005), asi como en
el circuito neural que regula la actividad de las neuronas hipotaldmicas que expresan la hormona
liberadora de corticotropina, que incluye al area predptica y a otros nucleos hipotaldmicos que

se proyectan hacia el nucleo periventricular (Lupien et al. 2009).

El estrés es un potente modulador de la estructura y funcion del cerebro, y la mayoria
de las areas del cerebro que son particularmente vulnerables al estrés (como la amigdala, la
corteza prefrontal, el hipocampo y el sistema mesolimbico) presentan alteraciones funcionales
y/o estructurales en individuos con conductas sociales alteradas (Sandi and Haller 2015). El
analisis de la actividad cerebral ha demostrado un aumento en la actividad neuronal en la
amigdala en ratas que fueron aisladas luego del destete (Toth et al. 2011) y que fueron
sometidas a protocolos de estrés como olor de zorro y plataforma elevada (Marquez et al. 2013).
También, se observd que el modelo de subyugacidn social conduce a un mayor nimero de
células tirosina hidroxilasa inmunorreactivas en la amigdala media durante la exposicion al
estrés (Wommack et al. 2004). Ademas, los animales de este modelo también mostraron una
disminucién en los niveles de arginina-vasopresina (AVP) en el hipotdlamo anterior en paralelo
con un aumento en la densidad de varicosidades serotoninérgicas tanto en el septo lateral como
en el hipotdlamo anterior (Delville, Melloni, and Ferris 1998). Con todo esto, esperariamos que
el mecanismo subyacente a la recuperacién de las conductas sociales en los animales sometidos

a la manipulacion juvenil esté relacionado con el eje HPA. De hecho, nuestro grupo ha reportado
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una hiperreactividad del eje HPA en animales VPA, por lo que se puede hipotetizar que la
sensibilizacidon del eje por la exposicion a VPA interactia con la manipulacién juvenil para

modular la conducta en adultos (Lucchina and Depino 2014).

6.4.  Conclusiones generales

Esta tesis contribuye a un mejor entendimiento de las diferencias en la vulnerabilidad al
autismo entre nifios y nifas a través de la utilizacién de un modelo de TEA en ratén. Entre los
resultados principales se destacan la importancia del proceso de masculinizacién del cerebro en
la vulnerabilidad en machos, ya que hembras masculinizadas mediante la exposicién postnatal
a estradiol junto con la exposicidon prenatal a 4cido valproico mostraron alteraciones en la
sociabilidad en la adultez. Otro resultado que se destaca es la identificacion de la cuarta y quinta
semana de vida como un periodo sensible importante ya que, mediante un protocolo de
manipulacion, se lograron revertir las alteraciones comportamentales observadas en los machos

expuestos prenatalmente a VPA.

Creemos que esta tesis abre nuevos interrogantes que incluyen comprender los
mecanismos mediante los cuales la masculinizacidon del cerebro interactua con el VPA para
afectar las conductas relacionadas con el TEA. En esta linea proponemos a la microglia y a
moléculas inflamatorias como las prostaglandinas, como posibles mediadores celulares vy
moleculares de los efectos. Por otro lado, seria interesante evaluar si en nuestro modelo de
manipulacién juvenil, el rescate en los comportamientos relacionados al autismo esta dado por
una alteracién en el proceso de masculinizacién. Para contrastar esta hipdtesis, habria que
analizar los comportamientos reproductivos y de territorialidad tipicos de los animales macho,
en animales adultos que fueron sometidos a manipulacién juvenil. Finalmente, creemos que
seria interesante evaluar el rol que juega en eje HPA y los glucocorticoides en estas conductas y

en los distintos periodos sensibles y mecanismos involucrados.

Lic. Araceli Seiffe

Dra. Amaicha Mara Depino
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