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Aportes a la comprensión de las bases biológicas del autismo: 

caracterización del rol del cerebelo en la modulación de los niveles de 

sociabilidad y evidencia de herencia intergeneracional de los niveles de 

sociabilidad en un modelo murino de autismo. 

 El desorden del espectro autista es una alteración en el neurodesarrollo caracterizada 

por impedimentos en la interacción social, habilidades comunicativas reducidas y la 

presencia de comportamientos repetitivos. Actualmente múltiples factores etiológicos se 

asocian a este desorden. 

 El  objetivo general de esta tesis doctoral fue analizar en qué medida dos factores 

contribuyen a la neurobiología del autismo y la sociabilidad. Así buscamos por un lado 

determinar el rol que juega el cerebelo en los niveles de sociabilidad y, por otro lado, 

determinar la heredabilidad de los fenotipos asociados a autismo en un modelo murino. 

 Para analizar el rol del cerebelo en la sociabilidad utilizamos dos enfoques. Primero 

utilizamos el modelo de administración prenatal de Ácido Valproico (VPA) en ratones.  

Está descripto que la exposición prenatal al VPA produce una disminución en la 

sociabilidad de los ratones machos adultos. Caracterizamos la estructura del lóbulo VI/VII 

cerebelar de estos animales y buscamos en el modelo alteraciones morfológicas descriptas 

en pacientes con autismo. Además, estudiamos la relación funcional entre la 

neuroinflamación cerebelar del lóbulo VI/VII y la sociabilidad. Encontramos que los 

animales machos VPA muestran alteraciones en la densidad de células de Purkinje en el 

periodo postnatal, pero las mismas no se observan en la adultez. Por otro lado, observamos 

que la neuroinflamación del lóbulo VI/VII en machos adultos lleva a un disminución en la 

sociabilidad. Este efecto puede ser revertido mediante la inyección sistémica de un 

antinflamatorio esteroideo, el cual tiene como uno de sus blancos a la vía NF-B, la cual 

está descripta que tiene un efecto importante sobre la activación de la microglia. 

 Por otro lado, cada vez hay más estudios que vinculan alteraciones epigenéticas con 

diferentes desórdenes psiquiátricos, incluido el autismo. Debido a que el VPA actúa como 

inhibidor de las deacetilasas de histonas nos preguntamos si este agente podría estar 

actuando por mecanismos epigenéticos y si sus efectos podrían ser heredados a las 

siguientes generaciones. Para determinarlo planteamos diferentes cruzas para analizar si los 

fenotipos observados en los machos del modelo VPA podían ser heredado a las siguientes 
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generaciones por linaje paterno o materno. Nuestros resultados muestran que las 

alteraciones en la sociabilidad pueden ser heredados intergeneracionalmente a través del 

linaje paterno a la descendencia masculina. Interesantemente, estos niveles de sociabilidad 

pueden ser modulados y presentar mejorías si se aplica un diseño de estimulación social 

temprana en los animales. No observamos en nuestro modelo evidencia de herencia 

transgeneracional de los fenotipos.  

 Consideramos que este trabajo puede ayudar a conocer el rol del cerebelo en la 

sociabilidad y permitió analizar la heredabilidad de los fenotipos conductuales en un 

modelo de autismo. 

 

Palabras clave: autismo, cerebelo, ácido valproico, heredabilidad, intergeneracional, 

herencia  
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Contributions to the understanding of the biological bases of autism: 

characterization of the role of the cerebellum in regulating the levels of 

sociability and evidence of intergenerational inheritance of the levels of 

sociability in a murine model of autism. 

 

 Autism spectrum disorder is a neurodevelopmental disorder characterized by 

impairments in social interaction, reduced communication skills, and the presence of 

repetitive behaviors. Currently, multiple etiological factors have been asociated with this 

disorder. 

 The general aim of this doctoral thesis is to analyze to what extent two factors 

contribute to the neurobiology of autism and sociability. In this work we sought, on one 

hand, to determine the role of the cerebellum in determining the levels of sociability and, 

on the other hand, to evaluate the heritability of phenotypes associated with autism in a 

murine model. 

 To analyze the role of the cerebellum in sociability we used two approaches. We 

first used the mouse model of prenatal administration of Valproic Acid (VPA). It has been 

described that prenatal exposure to VPA produces a decrease in sociability in adult male 

mice. Therefore, we characterize the structure of lobule VI / VII of the cerebellum in our 

animals and looked for morphological alterations described in patients with autism. In 

addition, we studied the functional relationship between lobule VI / VII of the cerebellum 

and neuroinflammation and sociability. We found that male VPA animals showed 

alterations in Purkinje cell density in the postnatal period, but that these alterations were not 

observed in adulthood. Moreover, we observed that neuroinflammation of the lobule VI / 

VII of adult male mice leads to a decrease in sociability. This effect can be reversed with 

the systemic administration of a steroidal anti-inflammatory drug, which targets – among 

others- the NF-B pathway, that is important in microglia activation. 

 There are several studies that link epigenetic alterations with different psychiatric 

disorders, including autism. Since VPA acts as an inhibitor of histone deacetylases, we 

wondered whether this agent could be acting by epigenetic mechanisms and if its effects 

could be inherited to subsequent generations. To determine this, we bred mice to analyze 
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whether the inheritance of the phenotypes observed in male animals of the VPA model 

could be inherited to the following generations by the paternal or the maternal lineage. Our 

results show that alterations in sociability can be inherited intergenerationally through the 

paternal lineage to male offspring. Interestingly, these levels of sociability can be 

modulated and improved by early social stimulation. We did not observe evidence of 

transgenerational inheritance of phenotypes in our model. 

 We believe that this work can help to understand the role of the cerebellum in 

sociability and allowed us to analyze the heritability of behavioral phenotypes in a mouse 

model of autism. 

 

Keywords: autism, cerebellum, valproic acid, heritability, intergenerational, inheritance 
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Abreviaturas 

ABN = Amamantamiento activo (del inglés, Arched Back Nursing) 

ANOVA = Análisis de la varianza (del inglés, Analysis of Variance)  

APA = Asociación Americana de Psiquiatría  

BHE = Barrera Hematoencefálica 

CD11 = Grupo de diferenciación 11 (del inglés, Cluster of Differentiation 11) 

CD45 = Grupo de diferenciación 45 (del inglés, Cluster of Differentiation 45) 

CPs = Células de Purkinje 

DAMPS = Patrón molecular asociado a daño (del inglés, Damage-Associated Molecular 

Pattern)  

DEA = Desorden del Espectro Autista 

DEXA = Dexametasona 

DG = Día gestacional 

DSM= Manual Estadístico y de Diagnóstico de Desórdenes Mentales  

Fx = Filial x 

GFAP = Proteína ácida fibrilar glial (del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein)  

GM-CSF = Factor estimulante de granulocitos y macrófagos (del inglés, Granulocyte- 

Macrophage Colony Stimulating Factor) 

GWAS = Estudio de asociaciones genómicas (del inglés, Genome-Wide Association Study) 

H3K4 = Histona H3lisina4 

HDAC = Deacetilasa de histonas (del inglés, Histone DeACetylases)  

IBA1 = Molécula adapatadora de unión a calcio ionizado 1 (del inglés, Ionized calcium-

Binding Adaptor molecule 1)  

IBU = Ibuprofeno 

IL-x = Interleuquina x 

Ip = Intraperitoneal 

LEAP = Experiencias de aprendizaje: un programa alternativo para pre-escolares y padres 

(del inglés, Learning Experiences: an Alternative Program for Preschoolers & Parents) 

LGP = Acicalamiento de las crías (del inglés, Licking and Grooming the Pups)  

LM =Linaje materno 

LNS = Lado No Social 
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LP = Linaje paterno 

LPS = Lipopolisacárido 

LS = Lado Social 

MIA = Activación inmune materna (del inglés, Maternal Immune Activation)  

PAMPs = Patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés, Pathogen-Associated 

Molecular Patterns)  

PB = Buffer Fosfato 

PBS = Buffer Fosfato Salino 

PET = Tomografía de emisión de positrones (del inglés, Positron Emission Tomography) 

PFA = Paraformaldehído 

PolyI:C = ácido poliriboinosínico-poliribocitidílico 

PPA = Ácido Propiónico 

Px = Día Postnatal x 

SEM = Error estándar de la media (del inglés, Standard Error of the Mean)  

TAG = Trastornos de Ansiedad Generalizados  

TBS = Buffer Tris Salino 

TDAH = Trastorno por Déficit de Atención e Hiperactividad  

TNFx = Factor de necrosis tumoral x 

TOC = Trastornos Obsesivos Compulsivos  

Tto = Tratamiento 

Tx = Detergente Tritón x-100 

UTR = Región no traducida (del inglés, UnTranslated Region) 

VPA = Ácido Valproico (del inglés, Valproic Acid) 

VTA = Área tegmental ventral (del inglés, Ventral Tegmental Area) 
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I.1. Breve recorrido histórico del concepto de Desorden del Espectro 

Autista (DEA) 

  El término autismo viene de la palabra griega Auto, que significa “si mismo”. Fue 

utilizado por primera vez en 1911 por el psiquiatra Eugen Bleuler para describir ciertas 

características de la conducta presentes en pacientes esquizofrénicos. Según Bleuler estos 

pacientes presentaban, dentro de su patología esquizofrénica, un repliegue de la vida mental 

sobre sí mismos, la constitución de un mundo cerrado y la dificultad extrema o la 

imposibilidad de comunicarse con los demás (De Lara, 2012). 

En 1943, Leo Kanner, psiquiatra infantil del Hospital John Hopkins, describió en su 

trabajo el seguimiento durante 5 años de la conducta de 11 pacientes que presentaban 

dificultades en las relaciones sociales. A diferencia de lo que se creía en ese momento, él 

concluyó que los pacientes no eran esquizofrénicos, ni presentaban una forma temprana de 

esta enfermedad, sino que se trataba de un desorden diferente. Él fue el primero en describir 

esta conducta como “autismo infantil temprano” y considerarla una condición presente en 

los niños desde su nacimiento (Kanner, 1943). En su trabajo el autor describe los rasgos 

más salientes de sus pacientes como: soledad extrema, una obsesión por mantener las cosas 

en su lugar, ecolalia tardía e, incluso, algunos pacientes presentaban muy buena memoria. 

En principio, el trabajo de Kanner llevó a interpretar al autismo como una alteración 

emocional más que una alteración cognitiva, y se consideraba que la causa del desorden 

estaba asociada a la falta de apego materno y de contacto emocional (lo que se conoce 

como la teoría de las madres refrigeradoras) (Kanner, 1943, Jaison, 2018, Kroncke et al., 

2016, Chown & Hughes, 2016).  

Un año más tarde, Hans Asperger, pediatra y psiquiatra austríaco, describió el 

comportamiento de niños que, al igual que los de Kanner, presentaban dificultades para 

integrarse socialmente. Si bien su inteligencia y adquisición de lenguaje parecían ser 

normales, los niños carecían de habilidades no verbales de comunicación, no presentaban 

empatía y tenían intereses restrictivos. Al igual que Kanner, Asperger llamó al conjunto de 

estas conductas “psicopatía autista” (Wing, 1981). 

No fue hasta 1980 que el Manual Estadístico y de Diagnóstico de Desórdenes 

Mentales III (DSM III), contemplando la evidencia científica obtenida hasta el momento, 

describió al autismo con un diagnóstico diferente al de la esquizofrenia y lo consideró como 
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un trastorno del desarrollo y no como una condición emocional (APA, 1980, Pina-Camacho 

et al., 2016). En el DSM IV (APA, 1994) se describe al síndrome de Asperger y se lo 

clasifica como un desorden diferente del autismo. El trastorno autista y el síndrome de 

Asperger comparten las características de alteraciones en la sociabilidad e intereses 

repetitivos, aunque se diferencian en que las personas con Asperger poseen un coeficiente 

intelectual promedio o superior a la media poblacional, y la ausencia del retraso en el habla 

(Baron-Cohen, 2010). 

En la quinta edición del DSM (DSM V) desaparece la categoría conocida como 

“Trastornos Generalizados del Desarrollo” y se la reemplaza por el “Trastorno de Espectro 

Autista”, actualmente conocida como “Desorden de Espectro Autista” (DEA), la cual 

incluye dos dominios principales: déficit en la sociabilidad, y conductas repetitivas y 

restrictivas (APA, 2013). Actualmente el DEA incluye a 3 de los 5 desórdenes del 

desarrollo persistente que se listan en el DSM IV: el Desorden autista, el Síndrome de 

Asperger, y el Trastorno del desarrollo persistente no especificado de otra manera. El DSM 

vigente en la actualidad (DSM V) incluye así en su criterio diagnóstico del DEA las 

siguientes características: 

 Dificultades en la comunicación y en la interacción social  

 Presencia de comportamientos repetitivos 

 Los síntomas deben estar presentes en la infancia temprana (aunque pueden 

no manifestarse plenamente) 

 Estas alteraciones no se deben explicar por retrasos globales en el desarrollo 

o discapacidad intelectual  

 

I.2. Etiología del autismo 

 Actualmente no se considera que el DEA pueda ser explicado a partir de una única 

causa o mecanismo. Dado que existe una gran variabilidad en la gravedad de los síntomas, 

así como en el momento de inicio de los mismos, Casanova et al. (2020) sugieren que esta 

variabilidad sirve como índice de la variabilidad de las causas de este desorden, las cuales 

puede incluir tanto factores genéticos como ambientales.  

 El DEA puede ser clasificado como autismo secundario o sindrómico cuando las 

características de este desorden se manifiestan en personas que presentan un síndrome o 
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enfermedad congénita o adquirida. En el caso de no conocer las causas etiológicas del 

autismo se lo llama autismo idiopático. 

 El autismo sindrómico representa el 15% de los pacientes diagnosticados con DEA, 

mientras que el otro 85% presenta autismo idiopático (National Institute of Health about 

Autism, 2019). El autismo sindrómico puede manifestarse por ejemplo en personas que 

presentan alteraciones genéticas como las que se observan en el síndrome de X Frágil, 

síndrome de Rett, síndrome de Angelman, síndrome de Down, o esclerosis tuberosa 

(Caglayan, 2010, Robert et al. 2017). También puede observarse en enfermedades 

congénitas o adquiridas como la meningitis, la rubeola y la toxoplasmosis, entre otras 

(Mulas Delgado et al., 2005).  

 A continuación describiremos los principales factores que han sido propuestos para 

explicar el autismo. 

 

 

I.2.1. Factores genéticos  

 Existe evidencia innegable que el autismo presenta un componente genético 

(Rodier, 2000). Esta evidencia se basa principalmente en estudios de concordancia 

realizados en hermanos gemelos (monocigóticos) y mellizos (dicigóticos), donde tanto los 

gemelos como los mellizos comparten el mismo ambiente uterino, pero la diferencia radica 

en que los gemelos presentan el mismo material genético, mientras que los mellizos no. Los 

estudios de concordancia indican la probabilidad de que, si un individuo presenta el 

fenotipo autista, su hermano o hermana también lo haga. Estas investigaciones han 

encontrado que si un individuo presenta DEA existe un 60% de probabilidad de que su 

gemelo también lo haga. Mientras que si son mellizos esta concordancia es del 0% 

(Steffenburg et al., 1989, Bailey et al., 1995, Folstein & Rosen-Sheildey, 2001). Estos 

estudios manifiestan la heredabilidad que presenta el trastorno. Adicionalmente, al 

producirse una reevaluación en el DSM V de lo que se conoce como el espectro autista, 

aumentó el grado de concordancia de 60 a 92% para los gemelos, y de 0 a 10% para los 

mellizos (Muhle et al., 2004). Debido a esto, Muhle et al. (2004) sugieren que la interacción 

entre múltiples genes sería la responsable del autismo idiopático, pero que factores 

genéticos y ambientales pueden contribuir a la variabilidad de la expresión del fenotipo.  
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 Otra evidencia que indica la relación entre el DEA y los factores genéticos son las 

formas de autismo sindrómico, que fue en donde se encontraron los primeros genes 

candidatos para el autismo (Warrier & Baron-Cohen, 2001). Muchos de los síndromes 

(síndrome de Rett, X Frágil, esclerosis tuberosa, síndrome de Down) están asociados a 

mutaciones monogénicas o mendelianas. Sin embargo, como mencionamos previamente, el 

autismo sindrómico sólo explica un porcentaje relativamente bajo de los casos de DEA. 

 En cuanto al autismo idiopático, en la revisión de Caglayan (2010) se describen 

algunos de los genes candidatos más estudiados y cuya alteración está asociada con un 

aumento en el riesgo de desarrollar autismo. Entre ellos tenemos a distintos genes 

relacionados con la formación y fortalecimiento de sinapsis, como NLGN3 y NLGN4 que 

codifican para las proteínas postsinápticas neurogilinas 3 y 4. Estas proteínas interactúan 

con las neuroxinas, presentes en las neuronas presinápticas. La alteración de estos genes se 

caracteriza por la pérdida de la destreza social y verbal adquirida. Asimismo, el gen 

NRXN1, que codifica para la proteína neuroxina 1-α, también ha sido reconocido como un 

gen candidato, posiblemente por la participación de esta proteína en la adhesión celular y 

por sus funciones como receptor. El gen SHANK3 que codifica para la proteína Shank 

participa en el complejo postsináptico de las sinapsis excitatorias y se ha demostrado que la 

mutación de esta proteína puede generar un severo déficit social y verbal. Por otro lado, se 

ha vinculado con el DEA al gen MeCP2, que codifica para una proteína represora de la 

transcripción que se une a regiones CpG metiladas de la región promotora de otros genes, y 

que además recluta a deacetilasas de histonas que participan en la represión de la expresión 

génica. Finalmente, se ha asociado el DEA con genes de la familia HOXA1, que codifican 

para factores de transcripción necesarios para el desarrollo de la cabeza y el cuello. En 

resumen, las mutaciones de estos genes candidatos incluyen alteraciones en la expresión y 

función de proteínas que tendrían un impacto en los procesos neuronales normales y 

generarían por tanto las manifestaciones conductuales observadas en el DEA. Finalmente, 

estudios desarrollados por Gillberg et al. (2019) con la técnica de GWAS (Genome-wide 

association study) en familiares que presentan parientes con autismo, indican que entre 3.6 

y 8.8% de los pacientes diagnosticados presentan mutaciones de novo. 

 Si bien parecería que la genética clásica asociada a las alteraciones de estos genes 

candidatos nos permite comprender al menos en parte la causa del DEA, actualmente 
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continúa siendo un desafío explicar la variabilidad en la conducta presente en el desorden. 

Persico & Bourgeron (2006) intentan explicar la variabilidad observada en los fenotipos de 

DEA como el resultado de la complejidad del perfil genético, que involucra múltiples 

genes, heterogeneidad de loci, fenómenos de imprinting genético, e interacciones entre los 

genes y el ambiente (Persico & Bourgeron, 2006). 

 Finalmente, en el último tiempo el campo de la genética ha ampliado su estudio no 

sólo a los genes que codifican para proteínas, sino a los mecanismos encargados de la 

regulación y expresión/represión de genes, incluyendo a las alteraciones en los mecanismos 

epigenéticos como otro factor etiológico del DEA. Estos mecanismos epigenéticos 

interesantemente podrían estar mediando la interacción entre los genes y el ambiente, como 

veremos en la sección I.2.3. 

 

 

 

I.2.2. Factores ambientales 

 Si bien el estudio en gemelos ha demostrado que la concordancia en el DEA es alta, 

trabajos posteriores sugirieron que los índices de concordancia no deben ser explicados 

solamente por los genes, ya que los gemelos comparten un mismo ambiente perinatal y éste 

puede estar contribuyendo a la causa del desorden (Hallmayer et al., 2011, Sandin et al., 

2014). Cuando hablamos del ambiente nos referimos al entorno biológico, el cual puede 

estar influenciado por exposiciones químicas, bacterianas, virales y físicas que actúan sobre 

la fisiología del organismo (Bölte et al., 2019). 

 Bölte et al. (2019) proponen que el ambiente puede jugar dos roles en este desorden: 

puede tener un rol causal si favorece el desarrollo del trastorno, pero también puede 

participar en la modulación de una predisposición genética, haciendo que se desarrolle o no 

el DEA. Estos autores proponen que el ambiente es capaz de modular la severidad del 

autismo o disminuir su riesgo según las condiciones. 

 Algunos factores netamente ambientales que se han demostrado que aumentan el 

riesgo al desarrollo del autismo son: la edad paterna, el ambiente fetal (alteraciones en las 

hormonas sexuales maternas, obesidad materna, infecciones maternas), y medicaciones 

(antidepresivos inhibidores de la recaptación de serotonina, ácido valproico) (Karimi et al., 
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2017, Bölte et al., 2019). Adicionalmente, el consumo de alcohol, el fumar y la nutrición 

materna también han mostrado incrementar el riesgo al desarrollo de este desorden, así 

como la exposición a pesticidas, compuestos orgánicos no persistentes (ftalatos, bisfenol) y 

compuestos orgánicos persistentes (diclorodifenil tricloroetano- DDT, plocilorobisfenilos- 

PBC) (Bölte et al., 2019). 

 Uno de los factores ambientales que aumenta el riesgo de autismo que ha sido más 

estudiado es el ácido valproico (VPA). El VPA es utilizado como un anticonvulsivante para 

el tratamiento de la epilepsia, aunque su uso también está relacionado a otros desórdenes 

como el trastorno bipolar, como estabilizador del humor (Macfarlane & Greenhalgh, 2018). 

Además, debido a su acción como inhibidor de deacetilasas de histonas, se están 

desarrollando ensayos clínicos que indican esta droga para el tratamiento de otras 

enfermedades como el Alzheimer, el SIDA y el cáncer (Ornoy et al., 2020). Estudios de 

cohortes de mujeres que han utilizado esta droga durante el primer trimestre del embarazo 

han demostrado que aumenta 7 veces la probabilidad de que sus hijos desarrollen 

malformaciones congénitas (Wyszynski et al., 2005). De hecho, muchos de sus efectos en 

el desarrollo son tan característicos que se ha descripto el Síndrome de Valproato Fetal y su 

reconocimiento ha llevado a que el VPA sea contraindicado en mujeres en edad fértil, salvo 

que sea la droga de elección para tratar la condición del paciente. Los efectos teratogénicos 

del VPA van desde malformaciones mayores y menores (rostros característicos, defectos 

del cerebro y médula espinal, anomalías genitales y de los miembros) hasta retrasos en el 

desarrollo y características conductuales similares a las observadas en el DEA (Ardinger et 

al., 1988, Mutlu-Albayrak et al., 2016, Ornoy et al., 2018).  

 Los mecanismos de acción del VPA no se comprenden completamente, y es 

considerada una droga “sucia”. Por un lado, el VPA parece actuar como un eficaz 

anticonvulsivante y estabilizador del humor debido a que incrementa los niveles sinápticos 

del neurotransmisor GABA y reduce los potenciales de acción que llevan a las 

convulsiones (Winterer et al., 2003, Ornoy et al., 2009). En cambio, las causas de sus 

efectos teratogénicos no son del todo claras, y algunos autores sugieren que podrían estar 

asociadas a efectos epigenéticos ya que el VPA actúa como un inhibidor de las deacetilasas 

de histonas, por lo que puede causar cambios en la expresión de genes (Phiel et al., 2001). 

Otro mecanismo al que se ha asociado su efecto teratogénico es a que esta droga puede 
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producir la depleción del ácido fólico, el cual podría afectar la expresión génica, la síntesis 

proteica y los niveles de estrés oxidativo (Ornoy et al., 2018). 

 

 

I.2.3. Factores epigenéticos  

 La epigenética hace referencia a los cambios producidos en la expresión génica sin 

alteración de la secuencia de ADN (Schiele & Domschke, 2018). Las marcas epigenéticas 

(como metilaciones del ADN o modificaciones de las histonas) pueden alterar la expresión 

génica. Errores epigenéticos pueden estar asociados a eventos estocásticos como 

mutaciones o a exposiciones a diversos factores ambientales. En ambos casos pueden 

resultar finalmente en la disrupción de la expresión génica, con un impacto negativo en vías 

biológicas importantes para el desarrollo del cerebro (Siu & Weksberg, 2017). Estudios 

recientes se están enfocando en entender cuál es la contribución de la epigenética a la 

etiología del DEA, haciendo hincapié en que éste es un mecanismo que permite la 

interacción entre el genoma y el ambiente. 

 Existen dos grandes evidencias que relacionan las alteraciones epigenéticas con el 

autismo. La primera es que muchos de los síndromes que presentan características 

conductuales similares a las observadas en pacientes con autismo están asociados a 

alteraciones en los mecanismos epigenéticos. Y la segunda es el estudio de las marcas 

epigenéticas en diferentes tejidos de pacientes que presentan DEA. 

 Como hemos mencionado previamente, un 15% de los casos de autismo está 

asociado a algún síndrome. Un número significativo de estos síndromes presentan 

alteraciones en genes relacionados con mecanismos epigenéticos, como el síndrome de 

Rett, el de X Frágil o el de Angelman entre los más conocidos (Zhao et al., 2007). Por 

ejemplo, el síndrome de Rett está asociado a mutaciones en el gen MeCP2, el cual codifica 

para la proteína Methyl CpG binding protein que se une al ADN metilado, modela la 

estructura de la cromatina y afecta de esta forma la expresión de diversos genes. En 

pacientes con síndrome de X Frágil se observan repeticiones de CGG en la región 5´ UTR 

(untraslated region) del gen FMRI, que resulta en una hipermetilación y silenciamiento del 

gen. Adicionalmente se ha demostrado que mutaciones en el gen que codifica para la 
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proteína CHD8 (chromodomain helicase DNA binding protein 8), la cual modela la 

estructura de la cromatina y recluta histonas H1, deriva en un síndrome que presenta 

características conductuales similares a las observadas en el DEA, junto con otras 

características como la macrocefalia o problemas intestinales (Bernier et al., 2014). Estas 

particularidades de los genes afectados sugieren que existe una relación estrecha entre las 

características fenotípicas de estos síndromes (que serán discutidas en el capítulo 5) con 

alteraciones en los mecanismos epigenéticos.  

 Por otro lado, el estudio directo de las marcas epigenéticas en pacientes con autismo 

representa un desafío, debido a que la epigenómica es característica de cada tipo celular y 

región del cerebro, lo que dificulta la comparación entre diferentes trabajos. Sin embargo, 

dos estudios han reportado una metilación diferencial en la región 3´ UTR de los genes 

PRRT1, TSPAN32 y C11orf21 en el cerebro de pacientes con autismo (Siu &Weksberg, 

2017).  Otros autores han apuntado a investigar las metilaciones de los promotores de genes 

candidatos para el desarrollo del DEA, concluyendo con la identificación de metilaciones 

diferenciales en diferentes islas CpG del promotor de los genes OXTR (que codifica para el 

receptor de oxitocina), SHANK3, y MeCP2 (Elagoz Yuksel et al., 2016, Jiang et al., 2004, 

Nagarajan et al., 2006, Zhu et al., 2014). También se han realizado investigaciones sobre 

las acetilaciones y metilaciones de diferentes tipos de histonas presentes en las muestras de 

cerebros postmortem de pacientes con DEA. Estos resultados demostraron que las personas 

con autismo presentan patrones diferenciales de acetilaciones y metilaciones de histonas 

específicas (Shulha et al., 2012, Sun et al., 2016).  

 Wang et al. (2020) estudiaron el rol de las enzimas metiltransferasas en ratones 

mutantes para la proteína Shank. Estos animales presentaban un fenotipo relacionado con el 

autismo, caracterizado por un déficit en la sociabilidad. Además observaron que los ratones 

que carecían de una copia del gen SHANK3 mostraban niveles aumentados de las 

metiltranferasas EHMT1 y EHMT2 en la corteza prefrontal, así como una dimetilación de 

la lisina 9 de las histonas, que es mediada por estas enzimas. Esta última característica 

también fue observada en cerebros postmortem de pacientes con autismo. En este trabajo, 

reportaron que la administración en la corteza prefrontal de UNC0642, un inhibidor de 

estas metiltranferasas, induce un rescate de la sociabilidad en estos animales y restablece la 

función sináptica mediada por los receptores NMDA. Estos resultados son interesantes para 
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plantear estrategias terapéuticas que tengan como blanco diferentes componentes 

epigenéticos para poder “ajustar” la expresión génica. 

 

I.2.4. Herencia Intergeneracional y Transgeneracional  

 En los últimos años se ha demostrado que ciertos fenotipos adquiridos a causa de 

exposiciones ambientales o experiencias personales pueden ser heredados. La herencia hace 

referencia a la trasmisión de las características presentes en los parentales a su 

descendencia. Actualmente se sabe que los factores exclusivamente genéticos no son los 

únicos responsables de explicar la heredabilidad de rasgos complejos (Pollak & Weber-

Stadlbauer, 2020). Algunos de los ejemplos de exposiciones que generean efectos 

heredebles en la descendencia son: 1) la exposición a disruptores endócrinos (por ejemplo 

el vinclozolin), 2) malnutrición (como la dieta alta en grasa), 3) experiencias de vida que 

pueden ser negativas (como el estrés traumático) o positivas (como el enriquecimiento 

social), y 4) enfermedades de los parentales (Jawaid & Mansuy, 2019).  

 Recientemente, estudios en humanos y en ratones sugieren que los factores de 

riesgo asociados al desarrollo de enfermedades pueden ser heredados a las siguientes 

generaciones a traves de mecanismos epigenéticos (Klengel et al., 2016). Actualmente se 

está estudiando cuál podría ser la contribución de la herencia intergeneracional y 

transgeneracional en diferentes enfermades, incluídos los desordenes psiquiátricos. 

 La herencia intergeneracional ocurre cuando los efectos producidos por la 

exposición de los parentales (F0) pasa a la siguiente generación (F1). En este caso, el 

agente al que los padres son expuestos puede afectar directamente sus células germinales o 

a los fetos en el caso de tratarse de una hembra preñada. Si la exposición de las células 

germinales ocurre antes de la concepción, es de esperar que los efectos se observen en la 

descendencia F1 (Figura I.1.B). Además, cuando la exposición se da en una hembra 

preñada, puede ocurrir que afecte a las células germinales de los fetos en desarrollo, de 

manera que en este caso particular puede existir herencia intergeneracional tanto si el efecto 

se observa en la F1 (cuando el efecto fue sobre células somáticas del feto) como si se 

observa en la F2 (si el efecto fue en la gametas del feto en desarrollo) (Figura I.1.A). En 

ambos casos se habla de herencia intergeneracional ya que la exposición al agente ocurre 

directamente sobre las gametas de los parentales o del feto en desarrollo.    
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 Por otro lado, se habla de una herencia transgeneracional cuando los efectos de la 

exposición de los parentales perduran en las siguientes generaciones, las cuales no han sido 

expuestas directamente al agente. Esto se observa cuando se expone a un parental 

masculino o femenino (F0) antes de la concepción y sus efectos se observan en la F2 o 

generaciones subsiguientes (Figura I.1.B). En cambio, si la expuesta es una hembra 

preñada, y por lo tanto también el feto en desarrollo, hablamos de herencia 

transgeneracional cuando sus efectos se observan en la F3 y generaciones subsiguientes 

(Figura I.1.A). Distintos mecanismos epigenéticos han sido propuestos como los vectores 

para que ciertos rasgos puedan ser heredados a las siguientes generaciones (Bohacek & 

Mansuy, 2013). 

 

Figura I.1. Modelos de herencia intergeneracional y transgeneracional (adaptado de Siklenka et 

al., 2015). La exposición de hembras preñadas (F0) a diferentes factores ambientales puede alterar 

las células somáticas y las gametas del feto en desarrollo. En el caso de que la exposición sea en una 

hembra preñada, se considera herencia intergeneracional cuando los efectos se observan en la F1 

y/o en la F2, ya que las gametas que dan origen a la F2 han sido expuestas in utero al agente. Sin 

embargo, si el efecto se observa en la F3 se considera herencia transgeneracional, ya que la F3 en 

ese modelo es la primera generación en la que se observa el efecto en ausencia a una exposición 

directa al agente (A). Si la hembra no está preñada, y el efecto del agente es sobre las gametas 

femeninas, éste puede derivar en un efecto sobre la F1, siendo esta situación considerada herencia 

intergeneracional. En esta situación si el efecto se observa en la F2, es considerado herencia 

transgeneracional ya que en esta generación se observaría un efecto, pero el agente no estaría 
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actuando directamente sobre ella. Este mismo razonamiento es considerado en el caso de que la 

exposición sea en el parental masculino y se vean afectadas sus gametas (B).  

 

 Lo planteado hasta al momento parece demostrar que no hay una única causa que 

nos permita explicar la etiología del autismo. Y que más estudios serán necesarios para 

dilucidar cuál es la contribución de cada uno de los factores (genéticos, epigenéticos, 

ambientales y sus interacciones) en la etiología del autismo.   

 

I.3. Neuropatología del autismo 

 El DEA presenta una gran y diversa complejidad clínica asociada a la multitud de 

sistemas implicados en el funcionamiento del sistema nervioso central y su interacción con 

otros sistemas. Desde la comprensión de que el autismo tiene bases biológicas, muchos 

estudios se han abocado a comprender las alteraciones presentes en el cerebro de los 

individuos con DEA. 

 Una de las alteraciones neuroanatómicas más reportadas en el DEA es el aumento 

del tamaño del cerebro (Fidler et al., 2000). Ya a mediados de 1943 Kanner describe en su 

publicación que un porcentaje de sus pacientes presentaban macrocefalia (Kanner, 1943) y 

desde entonces numerosos estudios se centraron en la medición del volumen del cerebro en 

niños autistas a partir del registro de la circunferencia craneal. Estos trabajos revelaron que 

los niños presentaban un crecimiento acelerado de su volumen cerebral durante su infancia 

temprana (desde el primer año y hasta los 4 años de vida), el cual luego se enlentecía 

(Lainhart et al. 1997, Courchesne et al., 2001, Aylward et al., 2002, Amaral et al., 2008). 

Estudios realizados a partir de neuroimágenes han propuesto que esto podría ser explicado 

por un aumento en la cantidad de sustancia blanca (Herbert et al., 2003). Otros autores 

sugirieron que este aumento del volumen cerebral podría estar asociado a una mayor tasa de 

crecimiento de las neuronas y la glía, a un aumento en el tamaño celular, a un excesivo 

número de minicolumnas, e incluso a una insuficiente poda sináptica del árbol dendrítico 

(Bailey et al., 1998, Courchesne et al., 2003). 

 Entre las regiones cerebrales más consistentemente identificadas como alteradas en 

el DEA, se encuentran la corteza prefrontal y el cerebelo. Por otro lado, además de las 

alteraciones neuronales se han detectado cambios en la fisiología de la glía y en el estado 

del sistema inmunológico, siendo el DEA relacionado con un estado neuroinflamatorio. 
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I.3.1. Alteraciones de la corteza en el DEA 

 La corteza, en particular la corteza prefrontal, presenta un rol importante en el 

comportamiento social, las emociones, el aprendizaje, la comunicación y la memoria. Es 

por este motivo que se ha estudiado extensamente esta estructura, identificando alteraciones 

en la organización de la corteza en pacientes con DEA. Bailey et al. (1998) reportaron que 

el ancho de la corteza de estos pacientes se encontraba aumentado, además de observar un 

aumento en la densidad neuronal cortical y presencia de neuronas en la capa molecular, así 

como patrones de organización celular laminares irregulares. Asimismo, observaron un 

aumento de neuronas presentes en la sustancia blanca, y sustancia gris localizada 

ectópicamente 

 Estudios posteriores se centraron en las minicolumnas corticales. Las minicolumnas 

son una forma de organización neuronal que permite procesar las diferentes categorías de 

información y que están formadas por neuronas, axones mielinizados del tálamo y axones 

de otras áreas de la corteza. Casanova et al. (2002) han reportado alteraciones en la 

topología de estas minicolumnas que incluyen un número aumentado de las mismas, 

además de una menor compactación y cantidad de células por minicolumna. 

 Otro rasgo saliente reportado en la corteza de pacientes con DEA es el aumento en 

la densidad de espinas dendríticas en la capa II de las neuronas piramidales corticales 

(Hustler & Zhand, 2010). 

 

I.3.2. Alteraciones cerebelares   

 El cerebelo se encuentra situado detrás de la protuberancia y el bulbo, conectado 

con el tronco encefálico. En el cerebelo se distingue el vermis en la línea media y dos 

hemisferios cerebelares que se localizan lateralmente (Figura I.2.A). Además está dividido 

por surcos transversales en los lóbulos anterior, posterior y floculonodular (Figura I.2.B). 

El cerebelo está dividido además en los lóbulos I a X. En humanos el lóbulo VII está 

subdivido en el hemisferio en Crus I, Crus II y VIIB, mientras que el lóbulo VIII se 

subdivide en el lóbulo VIIIA y VIIIB. 
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Figura I.2. Esquemas de la anatomía cerebelar humana (adaptada del Atlas de Diedrichsen et 

al., 2009). En el esquema A se indica una vista interna del cerebelo y en B una vista lateral. 

Amarillo: lóbulos I-IV, verde: lóbulo V, azul: lóbulo VI, violeta: lóbulo VII (Crus I), rojo: lóbulo 

VII (Crus II), naranja: lóbulo VII (VIIB), verde claro: lóbulo VIII (VIIIA), verde agua: lóbulo VIII 

(VIIIB), violeta oscuro: lóbulo IX, violeta: lóbulo X (sólo se ve en el esquema lateral).    

  

Anatómicamente el cerebelo está constituido por una corteza cerebelar externa de 

sustancia gris, la cual rodea a la sustancia blanca localizada más internamente. En la 

sustancia blanca se encuentran distribuidos los núcleos profundos (núcleos fastigio, 

interpósito y dentado). La corteza cerebelar presenta 3 capas: la capa molecular que es la 

más externa, la capa de células de Purkinje (CPs) y la capa de células granulares dispuesta 

más internamente (Figura I.3). 

 La capa granular está constituida por una gran densidad de células granulares junto 

con interneuronas, que incluyen principalmente a las células de Golgi, pero también pueden 

encontrarse en esta región a las células de Lugaro y las células en cepillo unipolar. Los 

axones de las células granulares se dirigen a la capa molecular y se bifurcan formando lo 

que se conoce como las fibras paralelas. Por otro lado, la capa de CPs está formada por los 

somas de estas células que junto con las células de la glía de Bergmann (un tipo de 

neuroglia presente en el cerebelo) forman una monocapa. La capa molecular, que es la más 

superficial, incluye el árbol dendrítico de las CPs, los axones ascendentes de las células 

granulares, interneuronas inhibitorias (células estrelladas y células en cesta) y las fibras 

paralelas que corresponden a axones de las células granulares (Roostaei et al., 2014). 

 El cerebelo presenta dos aferencias muy estudiadas: las fibras musgosas y las fibras 

trepadoras. Las fibras musgosas transmiten información al cerebelo desde núcleos del 
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tronco encefálico y la médula, y establecen sinapsis con las células granulares. Mientras 

que las fibras trepadoras se originan en la oliva inferior (un subnúcleo del tronco 

encefálico) y llegan hasta las CPs con quienes establecen contacto (Apps & Garwicz, 

2005). 

 

Figura I.3. Sección histológica del cerebelo de ratón (A) y esquema de la corteza cerebelar y el 

circuito cerebelar básico (B) (adaptada de Roostaei et al., 2014). En A se observa un corte sagital 

del cerebelo de ratón teñido con la tinción de Nissl a la altura del vermis, donde se aprecia la 

corteza cerebelar. En el esquema se indica además que los núcleos profundos (NP) se ubican en la 

sustancia gris. La imagen magnificada de uno de los lóbulos indica la capa molecular (CM), la capa 

de las células de Purkinje (CPs) y la capa granular (CG). En B, el esquema representa la 

organización de la corteza cerebelar. IN: interneuronas de la CM, Gr: células granulares, Go: 

células de Golgi, FM: fibras musgosas, FT: fibras trepadoras, OI: oliva inferior. 

 

El concepto de que el cerebelo está involucrado solamente en funciones motoras 

está cambiando y cada vez hay más evidencia que sugiere que el mismo cumple un rol en 

funciones cognitivas, del lenguaje y de la regulación afectiva (Becker & Stoodley, 2013, 

Broussand, 2014). En este contexto es interesante observar la consistencia en los reportes 

de alteraciones en el cerebelo en pacientes con DEA, que no se observan en otras regiones 

del cerebro y que han llevado a publicaciones de consenso de la comunidad (Fatemi et al., 

2012). 
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 Gran parte de la información producida con relación a la neuroanatomía del 

cerebelo de los pacientes con autismo proviene de estudios histológicos. Una de las 

alteraciones consistentemente observada es la pérdida de las CPs (Bauman & Kemper, 

1985, Bailey et al., 1998, Allen, 2005). Sin embargo ésta no es la única alteración reportada 

en relación a este tipo celular, ya que por ejemplo Fatemi et al. (2002) y Whitney et al. 

(2008) han observado un tamaño considerablemente menor de las CPs de pacientes con 

DEA comparadas con las de individuos neurotípicos. En esta línea, Palmen et al. (2004) 

analizaron la bibliografía presente hasta 2004 y observaron que se reportó una menor 

densidad o un menor tamaño de CPs en 21 de 29 cerebelos de pacientes con DEA (72%).  

Existen diferentes hipótesis respecto al momento del desarrollo en que se produce la 

pérdida de las CPs en el DEA. Kemper & Bauman (1993) propusieron que la pérdida es 

cerca de la semana 30 de gestación, mientras que Whitney et al. (2009) proponen que esto 

ocurre posteriormente, incluso en el período postnatal. Whitney et al. (2009) analizaron la 

densidad de las células que inervan las CPs (células en canasta y células estrelladas) por 

CPs en el cerebelo de pacientes autistas y neurotípicos, y no encontraron diferencias, por 

más que observaron un número reducido de CPs. En base a estos resultados, propusieron 

que la pérdida de CPs se produce luego de que éstas migran a la localización esperada.  

 Otra de las características neuroanatómicas cerebelares más observada en los 

pacientes con DEA son alteraciones en el tamaño cerebelar, en particular las sustancias gris 

y blanca (Courchesne et al., 2001), y en los lóbulos cerebelares (Courchesne et al., 1988, 

Allen, 2005). Stanfield et al. (2008) han observado que los pacientes con autismo, durante 

su infancia temprana, tienen un tamaño cerebelar mayor que seguramente responde al 

aumento del volumen cerebral de estos pacientes que describimos en la sección I.5.1. Por 

otro lado, estudios realizados por Courchesne et al. (1988) observaron una hiperplasia de 

los lóbulos VI y VII en pacientes con autismo. De manera similar, Kaufmann et al. (2003) y 

Webb et al. (2009) también reportaron una reducción del tamaño del vermis. Si bien la 

hipoplasia en el lóbulo VI/VII también puede ser observada en otras patologías como en 

síndrome de Down o X Frágil, en el trabajo de Kaufmann et al. (2003) se demostró que 

existe una fuerte asociación entre la reducción del lóbulo VI/VII y el autismo idiopático. 

 En un trabajo más actual, D´Mello et al. (2015b) realizaron mediciones de la 

sustancia gris y del volumen de los lóbulos cerebelares en 35 niños con DEA y 35 niños 
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con desarrollo típico. Mediante correlaciones entre las características estructurales del 

cerebelo y el grado de la sintomatología observada en los pacientes, reportaron una 

reducción de la sustancia gris de la región derecha cerebelar Crus I/II (esta región es 

próxima al lóbulo VII, pero localizada en el hemisferio), la cual correlaciona con los 

síntomas comportamentales. Esta región es importante ya que presenta conectividad 

estructural y funcional con la región fronto-parietal del cerebro, otra región también 

asociada a la sociabilidad. 

 Otra de las alteraciones observadas en pacientes con DEA son signos de 

neuroinflamación cerebelar crónica, que será desarrollado en profundidad en la sección 

I.5.3. Además, es llamativo que muchos genes candidatos para autismo cumplen un rol 

importante en el desarrollo cerebelar [por ejemplo, SHANK3, EN2, RORA (Rogers et al., 

2013)].  

 Las líneas de investigación actuales del cerebelo y el DEA están enfocadas al 

estudio de las interconexiones y el funcionamiento de las mismas. Rogers et al. (2013) 

propone que la extensa conectividad que tiene el cerebelo con otras regiones de la corteza 

permitiría que un mal funcionamiento del cerebelo derive en el amplio espectro de síntomas 

que se observa en el DEA. Se ha reportado la interconexión del cerebelo con regiones que 

regulan la atención, el movimiento, las sensaciones, el lenguaje y el procesamiento social 

(D`Mello & Stoodley, 2015a).  

 El estudio de modelos animales ha contribuído a entender el posible rol del cerebelo 

y las CPs en el DEA. Por ejemplo, se ha asociado la pérdida de CPs con la expresión de 

comportamientos repetitivos en ratones (Martin et al., 2010). Animales nulos para el gen 

GABRB3 muestran comportamientos relacionados con el DEA (como menor sociabilidad) y 

presentan atrofia cerebelar (DeLorey et al., 2008). Finalmente, Carta et al. (2019) han 

demostrado en ratones que existen proyecciones directas, desconocidas hasta el momento, 

que se dirigen desde los núcleos profundos cerebelares hacia el área tegmental ventral. 

Ellos proponen que el cerebelo es capaz de regular la sociabilidad y la conducta a partir del 

circuito de recompensa mediado por la liberación de dopamina.  
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I.3.3. Alteraciones del sistema inmune en el DEA 

 

 El sistema inmune cumple la función de defensa del organismo a través de la 

identificación y eliminación de agentes que representen un peligro. Éstos pueden ser 

agentes externos, como patógenos, pero también internos, como las células tumorales. Este 

sistema está formado por diferentes tipos celulares cuyos nombres pueden variar según el 

tipo de tejido, pero en líneas generales está constituido por células fagocíticas como los 

macrófagos, células presentadoras de antígenos, linfocitos T, B y Natural killers (NK). 

Además, el sistema inmune es coordinado y actúa a través de muchas de las moléculas que 

estas células producen: anticuerpos, citoquinas, quimioquinas y moléculas del sistema de 

complemento. 

 La respuesta inmunológica presenta mecanismos de inmunidad innata y adaptativa. 

La respuesta inmune innata es una reacción inflamatoria inespecífica, que se caracteriza por 

la migración de las células del sistema inmune al sitio de infección y un aumento de la 

permeabilidad vascular para acceder a la zona afectada. Según el tipo de agente infeccioso 

las células que pueden participar en la respuesta inmune innata son macrófagos, neutrófilos, 

basófilos, eosinófilos, mastocitos y células dendríticas. Y, en función del tipo celular que 

participe, su respuesta suele ir acompañada de un aumento en la secreción de moléculas 

como citoquinas, quimioquinas e interferones.  

 Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa se inicia cuando las células 

presentadoras de antígenos reconocen un agente extraño en tejidos periféricos. Estas células 

van a procesar y exponer antígenos a los linfocitos T presentes en los ganglios linfáticos, 

induciendo una respuesta que va a ser específica para ese agente. La activación de la 

respuesta inmune adaptativa lleva a un aumento de los linfocitos T y B, los cuales además 

de eliminar al agente generan memoria inmunitaria en el organismo.  

 Las respuestas del sistema inmune son principalmente coordinadas por la secreción 

de las citoquinas. Las citoquinas son moléculas proteicas de 15-25 kDa, secretadas por 

monocitos, macrófagos y linfocitos. Estas moléculas participan en la recuperación de la 

homeostasis en situaciones de inflamación, infección, y/o alteraciones inmunológicas 

(Nathan, 2002). Anteriormente se las clasificaba a las citoquinas como pro-inflamatorias o 

anti-inflamatorias según los procesos que facilitaban, sin embargo hoy se las considera 



                                                                                                                           
 

29 

moléculas pleiotrópicas, ya que la misma molécula puede cumplir funciones diferentes en 

distintos blancos. Dentro de las citoquinas clasificadas típicamente como pro-inflamatorias 

se encuentran la IL-1β (interleuquina 1β), la IL-6 (interleuquina 6) y el TNF-α (factor de 

necrosis tumoral α). Mientras que la IL-4 (interleuquina 4) y la IL-10 (interleuquina 10) son 

conocidas típicamente como anti-inflamatorias. 

 Son pocos los tejidos del cuerpo humano que presentan un aislamiento parcial de las 

células y moléculas que circulan por la sangre. El sistema nervioso es uno de los que tejidos 

que posee un “privilegio inmune”, entendido como la ausencia de una respuesta inflamatoria 

intensa en el sitio. Este privilegio inmune es mantenido gracias a dos barreras: la barrera de 

los plexos coroideos que separa la sangre del líquido cefalorraquídeo, y la barrera 

hematoencefálica (BHE) que separa la sangre del parénquima cerebral (De Bock et al., 

2014). La base anatómica de la BHE está constituida por una capa de células endoteliales 

unidas por uniones estrechas, que hacen que esta barrera presente una baja actividad 

pinocítica. Las células endoteliales, junto a los pericitos y los astrocitos, forman una unidad 

funcional llamada unidad neurovascular (Muldoon et al., 2013). Por otro lado, los plexos 

coroideos están formado por capilares fenestrados situados dentro del estroma, recubiertos 

por células epiteliales dispuestas en una monocapa (Demeestere et al., 2015).  

 El privilegio inmune del sistema nervioso se fundamenta principalmente en: 1) una 

permeabilidad limitada a anticuerpos, mediadores y células del sistema inmune que circulan 

periféricamente; 2) ausencia de vasos linfáticos que drenen antígenos a la periferia; 3) 

escasez de células dendríticas; y 4) niveles bajos de expresión del complejo mayor de 

histocompatibilidad (Muldoon et al., 2013). Por más que el sistema nervioso se considera 

aislado del sistema periférico por estos mecanismos, en ciertas condiciones como lesión, 

inflamación o enfermedad, las células del sistema inmune, las moléculas pro y anti-

inflamatorias y otras proteínas periféricas son capaces de atravesar la barrera y acceder al 

parénquima cerebral (Galea et al., 2007, Muldoon et al., 2013, Matta et al., 2019). 

 Por otro lado, la inflamación del sistema nervioso o neuroinflamación es una 

respuesta fisiológica que está mediada principalmente por la activación y la proliferación de 

dos tipos de células gliales presentes en el sistema nervioso central: la microglía y los 

astrocitos (Matta et al., 2019). Esta actividad sostenida surge luego de una infección, lesión 

o enfermedad, por ejemplo durante un proceso desmielinizante o neurodegenerativo. En 
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condiciones normales la respuesta inflamatoria se autolimita una vez que la noxa ha sido 

eliminada o el tejido reparado. Sin embargo, diversos estudios proponen que la actividad 

innecesaria y prolongada en ausencia de una noxa puede derivar en un estado de 

neurotoxicidad como el que se reporta en múltiples patologías del sistema nervioso central 

(Dheen et al., 2007). En este sentido, ya son numerosos los estudios que reportan que un 

mal funcionamiento del sistema inmune podría estar asociado al desarrollo de 

enfermedades psiquiátricas o neurodegenerativas (Onore et al., 2012, Theoharides et al., 

2013). Así, tanto la microgía como los astrocitos pueden afectar el funcionamiento de las 

neuronas y así afectar la conducta. 

 La microglía es un conjunto de células residentes del cerebro que regulan su 

desarrollo, participan activamente en el mantenimiento de las redes neuronales y en 

procesos de reparación del cerebro. Además cumplen un rol en la respuesta inmunológica 

cerebral, actuando como macrófagos (Colonna & Butovsky, 2017). Estas células presentan 

la capacidad de modificar su morfología y también su respuesta ante los cambios en su 

ambiente. 

  Cuando una noxa se presenta en el sistema nervioso central la microglía entra en 

contacto con citoquinas, PAMPS (pathogen-associated molecular patterns) y DAMPS 

(damage-associated molecular patterns). Entonces estas células sufren una serie de 

cambios donde pasan de un estadío de reposo a una microglía reactiva, capaz de montar una 

respuesta inflamatoria y secretar citoquinas pro-inflamatorias, además de ser necesarias 

para remover la noxa o reparar el tejido a través de un mecanismo fagocítico (Kreutzberg, 

1996, Glass et al., 2010, Kigerl et al., 2014). En particular, la respuesta inflamatoria es 

mediada por citoquinas pro-inflamatorias como IL-1β, TNF e IL-6, además de por óxido 

nítrico y aniones superóxido (Glass et al., 2010, Hong et al., 2016).  

La microglía puede ser identificada con marcadores específicos como IBA-1 

(Ionized calcium-binding adaptor molecule 1), CD45 (cluster of differentiation 45), o 

CD11 (cluster of differentiation 11). Además, se puede clasificar a las células microgliales 

en 4 tipos según su fenotipo (Figura I.4): (1) microglía ramificada, que presenta un pequeño 

soma y muchos procesos ramificados (también llamada microglía en reposo o microglía de 

tipo 1); (2) microglía con somas más elongados y procesos muy ramificados (microglía de 

tipo 2); (3) microglía con un soma ameboide y pocas ramificaciones (microglía de tipo 3 o 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159118307025?casa_token=mgK4LAC6_7AAAAAA:l4YQ2UZEWtzkanI2wAuhQO0f2ryICJKfwKc7CI9W49MEmQgP9uwMfPDbB7LBhlUjZLwDh1sSvgc#b0530
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159118307025?casa_token=mgK4LAC6_7AAAAAA:l4YQ2UZEWtzkanI2wAuhQO0f2ryICJKfwKc7CI9W49MEmQgP9uwMfPDbB7LBhlUjZLwDh1sSvgc#b0530
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reactiva); y (4) microglía ameboidea con una o dos ramificaciones (microglía de tipo 4 o 

microglía activada) (Kreutzberg, 1996, Torres-Platas et al., 2014). 

  Actualmente se propone que un funcionamiento anormal en la activación de la 

microglía o la producción de citoquinas pro-inflamatorias tendrían un rol central en el 

desarrollo de enfermedades psiquiátricas o neurodegenerativas como el Alzheimer, el 

Parkinson, el DEA, la depresión, la adicción y la esquizofrenia (Hong et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.4. Diferencias morfológicas de la microglía según su grado de activación (adaptado de 

Kreutzberg, 1996). 

 

 Los astrocitos son, junto a las neuronas, las células más abundantes del sistema 

nervioso. Estas células tienen una morfología que recuerda a una estrella, de donde 

proviene su nombre, tienen origen ectodérmico y cumplen numerosas funciones en el 

sistema nervioso central. Dado que los astrocitos presentan un contacto estrecho con células 

residentes del sistema nervioso central, como la microglía, oligodendrocitos y neuronas, 

son esenciales para el mantenimiento del sistema nervioso: participan en la regulación del 

pH, en la homeostasis iónica, y brindan un soporte metabólico y trófico a las neuronas. 

Estas células también tienen un rol en la homeostasis de los neurotransmisores; por ejemplo 

participan en la transmisión glutamatérgica, ya que controlan la distribución del glutamato 

extracelular y su reserva (pool) dentro de la neurona. Además son esenciales durante la 

sinaptogénesis y para la maduración de las sinapsis (Verkhratsky & Nedergeard, 2014). 

También participan en la eliminación de aminoácidos excitatorios cuando se encuentran en 

exceso (Nedergaard et al., 2002), y en el mantenimiento de la integridad de la BHE (Prat et 

al., 2001). En cuanto a sus funciones relacionadas con la respuesta inmunológica, forman 

parte de la BHE, por lo que juegan un rol importante en el tráfico y activación de las células 
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del sistema inmune y, al igual que la microglía, los astrocitos son células capaces de 

identificar las señales de peligro que ingresan en el organismo y responder secretando 

citoquinas, quimioquinas y mediando la respuesta inmune innata y adaptativa (Rosenberg, 

2002, Farina et al., 2007). Los astrocitos pueden ser identificados en el cerebro por la 

expresión del marcadore GFAP (Glial fibrillary acidic protein), una proteína de la matriz 

celular. 

 Tanto las células inmunes que penetran en el parénquima cerebral en situaciones 

patológicas como la microglía y los astrocitos son capaces de sintetizar y secretar 

moléculas inflamatorias como las citoquinas y las quimioquinas. Las citoquinas, cuando 

actúan en el cerebro, tienen la capacidad de modular el comportamiento, por ejemplo 

pueden producir sueño, fiebre, comportamiento relacionado con la enfermedad (sickness 

behaviour), afectar el humor, la consolidación de la memoria, los procesos cognitivos y la 

respuesta neuroendocrina ante el estrés (Prieto-Moreno & Rosenstein, 2006). Así, el estado 

neuroinflamatorio puede influir directamente en el funcionamiento neuronal y en la 

conducta. 

 Se han descripto numerosas anormalidades en el sistema inmunológico de los 

pacientes con DEA. Estas alteraciones involucran a la inmunidad innata y adaptativa, y 

pueden presentarse tanto en periodos prenatales como postnatales. Durante el periodo 

prenatal se han descripto dos tipos de insultos que pueden incrementar el riesgo de que la 

descendencia desarrolle DEA: 1) las infecciones maternas y la activación del sistema 

inmune materno (MIA) en respuesta a estas infecciones (la cual se desarrolla en detalle en 

sección I.5.2); y 2) la presencia de anticuerpos maternos que tienen de blanco diferentes 

moléculas del cerebro fetal (Meltzer & Van de Water, 2017). En la etapa postnatal uno de 

los principales focos de estudio en los pacientes con DEA han sido las poblaciones 

celulares del sistema inmune. Las alteraciones encontradas son variadas e incluyen niveles 

aumentados de activación de las células NK (Enstrom et al., 2009), y una respuesta 

aumentada de los monocitos ante la unión de un ligando al receptor Toll (Enstrom et al., 

2010), entre otras. 

 Las alteraciones en el sistema inmune pueden perdurar a lo largo de la vida, y se han 

descripto distintas formas en los pacientes con DEA. Por un lado, se ha reportado que 

pacientes con autismo pueden presentar una autoreactividad del sistema inmune adaptativo 
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hacia moléculas del sistema nervioso central, generando anticuerpos contra proteínas 

cerebelares, de la corteza prefontal, del putamen, y del caudado (Goines et al., 2011, 

Meltzer & Van de Water, 2017). Por otro lado, se ha descripto que los pacientes con DEA 

tienen alteraciones en los niveles de citoquinas a nivel periférico. Se han observado en el 

plasma de pacientes con DEA niveles disminuidos de la citoquina anti-inflamatoria TGF-ß 

y niveles aumentados del factor estimulante de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), así 

como de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1ß, IL-6, IL-8, IL-12p40 (Ashwood et al., 

2011). Finalmente, algunos autores proponen que muchos de los malestares 

gastrointestinales que padecen los pacientes son consecuencia de un estado inflamatorio 

crónico a nivel intestinal que aumenta la permeabilidad por una disrupción de la barrera de 

la mucosa (Ashwood et al., 2006, Torrente et al., 2002). 

 Actualmente parece haber consenso en cuanto a que las alteraciones del sistema 

inmune pueden derivar en un estado inflamatorio crónico en el cerebro y desencadenar una 

respuesta mediada por las células de la glía. Además, muchas de las moléculas 

inflamatorias que se han descripto como alteradas en DEA pueden cumplir otras funciones 

relacionadas a la proliferación neuronal, el podado sináptico o la supervivencia (Onore et 

al., 2012). En el trabajo de Vargas et al. (2005) se encontró que en cerebros postmortem de 

pacientes con autismo existían regiones con una mayor densidad de astrocitos activados en 

la capa granular y sustancia blanca del cerebelo, el giro frontal medio y el giro cingular 

anterior de la corteza. Además se reportó un aumento en la activación o reactividad de la 

microglía principalmente en el cerebelo, en diferentes regiones de la corteza y en la 

sustancia blanca. Así, concluyeron que los pacientes con autismo estudiados cursaban con 

procesos de neuroinflamación activos en la corteza, la sustancia blanca y el cerebelo. 

Morgan et al. (2010) también reportaron alteraciones que van en el mismo sentido: un 

incremento en la reactividad y densidad de la microglía en la corteza prefrontal 

dorsolateral. Tetreault et al. (2012) observaron un incremento en la densidad basal de 

microglía en la corteza visual y la fronto-insular de pacientes con DEA, comparado con 

pacientes neurotípicos. Finalmente, se reportaron alteraciones en la densidad de astrocitos 

en la corteza superior frontal, parietal y cerebelar de pacientes con DEA (Laurence & 

Fatemi, 2005). 
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 Estos resultados indican un nexo estrecho entre la reactividad de las células gliales 

en diferentes regiones del cerebro y el DEA, que también puede observarse en modelos 

animales de DEA. En nuestro laboratorio, Lucchina & Depino (2014) demostraron que en 

el modelo de autismo generado por la inyección prenatal de VPA, los animales 

recapitulaban el fenotipo de activación crónica de las células gliales en el hipocampo y el 

cerebelo. Bronzuoli et al. (2018) también encontraron signos de neuroinflamación en el 

cerebro de ratas tratadas prenatalmente con VPA. Ellos evaluaron tanto la densidad de 

células GFAP-positivas, así como los niveles de este mensajero en ratas de diferentes 

edades y en diferentes regiones del cerebro. Ellos concluyeron que las alteraciones 

reportadas son heterogéneas, dependientes de la edad y la región estudiada, siendo más 

evidentes en la corteza prefrontal y el hipocampo. La alteración en el número de dendritas, 

la disfunción de las sinapsis y la conectividad neuronal son algunas de las características 

observadas en el DEA y en modelos animales del desorden. Como la actividad neuronal es 

modulada por la microglía y los astrocitos, se propone que los procesos inflamatorios 

anormales mediados por estas células pueden contribuir a las alteraciones del 

comportamiento observadas en el DEA (Matta et al., 2019).  

 

I.4. Comorbilidades frecuentes en el DEA 

 Una comorbilidad es definida como la aparición de dos o más formas 

psicopatológicas o trastornos en la misma persona (Matson & Nebel-Schwalm, 2007). 

Actualmente el DSM V reconoce que las personas con autismo presentan otros trastornos 

comórbidos (APA, 2013), y la gravedad del DEA y la calidad de vida no sólo depende de 

las características propias del desorden, sino que incluye sus comorbilidades (Simonoff et 

al., 2008). Algunos de los trastornos comórbidos más comunes en personas con autismo 

incluyen el trastorno por déficit de atención e hiperactividad (TDAH), la depresión, la 

discapacidad intelectual, los trastornos de ansiedad, los trastornos obsesivos compulsivos 

(TOC), las fobias, y los trastornos de ansiedad generalizados (TAG), entre otros (Lewin et 

al., 2011, Vasa & Mazurek, 2015, Cervantes & Matson, 2015, Groom et al., 2017, Matson 

& Williams, 2014, Matson & Nebel-Schwalm, 2007).   

 Se ha estimado que la tasa de co-ocurrencia entre el DEA y la ansiedad es entre un 

11% y un 84% (White & Roberson-Nay, 2009). El trabajo de Simonoff et al. (2008) 
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reportó, en su muestra de estudio de 112 personas con DEA, que un 42% presentaba un 

fenotipo ansioso y un 29% presentaba específicamente rasgos de ansiedad social. Unos 

años más tarde, Van Steensel et al. (2011) informó que el 39% de los jóvenes con autismo 

también presentaba por lo menos uno de los desórdenes de ansiedad descriptos en el DSM 

V, siendo los trastornos comórbidos más frecuentes las fobias (29.8%), los TOC (17.4%), y 

los trastornos de ansiedad social (16.6%). También se ha reportado que los síntomas de la 

ansiedad parecen ser mayores en la personas con autismo que no tienen alteraciones 

cognitivas o del lenguaje tan severos, lo que comúnmente se llama autismo de alto 

funcionamiento (Chalfant et al., 2007).   

 Por otro lado, la depresión presenta una prevalencia de 2% en niños con autismo, 

aunque en niños con el síndrome Asperger se ha reportado una tasa de comorbilidad de un 

30% (Matson & Nebel-Schwalm, 2007). Sin embargo, hay autores como Ghaziuddin et al. 

(2002) que señalan que este tipo de comorbilidad puede estar subestimada debido a la falta 

de herramientas diagnósticas para pacientes con DEA. El diagnóstico de la ansiedad o de la 

depresión puede ser difícil de llevar a cabo en esta población debido al déficit de 

comunicación que caracteriza a los individuos con DEA, ya que pocos individuos con DEA 

expresan directamente sus sentimientos. También ocurre que hay superposición de 

síntomas entre las comorbilidades y el DEA. Por ejemplo, la irritabilidad, la evasión y el 

miedo son síntomas compartidos entre el DEA y la ansiedad. La depresión también puede 

presentar signos de irritabilidad, falta de interés y un estado de tristeza que, según el grado 

de autismo que presente la persona, puede ser difícil de diagnosticar. Estos factores hacen 

que el diagnóstico de las comorbilidades dentro del DEA sea aún más complejo (Grondhuis 

& Aman, 2012, Chandrasekhar & Sikich, 2015). 

 El estudio de las comorbilidades es importante ya que los propios síntomas de la 

ansiedad o la depresión pueden agravar las dificultades interpersonales que ya de por sí 

presentan los pacientes con DEA (Grondhuis & Aman, 2012, DeFilippis, 2018) y esto 

pueda añadir dificultades adicionales a la calidad de vida de las personas con autismo. 

Además, comprender las comorbilidades puede ayudar a plantear hipótesis acerca de los 

mecanismos neurofisiológicos subyacentes al DEA. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1750946712000463?casa_token=CoQxw1FWhokAAAAA:uxL_Erfd5FNZYmsnhWzoAR_2a2eAiJjRd8pJ6_0NmwOD_YY5G8dSJLVZs5XQk_rqIzABR712R4g#bib0065
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I.5. Modelos animales de autismo 

 

 Wessler definió un modelo animal como “un organismo vivo en el que se puede 

estudiar la biología o el comportamiento, así como procesos patológicos inducidos o 

espontáneos, ya que el fenómeno en uno o más aspectos se parece al mismo fenómeno en 

humanos” (Wessler, 1976). Se acepta que un buen modelo animal debe satisfacer tres 

criterios: validez aparente, validez de constructo y validez predictiva. Se han desarrollado 

numerosos modelos en ratones para estudiar el autismo (por ejemplo, el modelo de ácido 

valproico, el modelo de activación inmune materna, mutantes de genes identificados en 

individuos con autismo como SHANK3, la cepa endocriada BTBR, entre otros), cada uno 

con sus particularidades.  

 Que un modelo presente validez aparente quiere decir que existen similitudes entre 

el fenotipo del ratón y el desorden en humanos. En el caso de los modelos en ratones para 

autismo es esperable que éste recapitule los síntomas centrales del DEA, como son las 

alteraciones en la comunicación y la sociabilidad, así como la presencia de 

comportamientos repetitivos. Es importante señalar que en líneas generales los modelos 

utilizados para estudiar trastornos psiquiátricos presentan limitaciones para recapitular todo 

el espectro fenotípico (Arguello & Gogos, 2006) y en lo particular, los modelos de autismo 

en ratón pueden recapitular solamente una parte de la etiología por lo que son considerados 

reduccionistas (Belzung et al., 2005). Por otro lado, que el modelo presente validez de 

constructo quiere decir que es de esperar que la causa biológica que genera el desorden en 

humanos también la genere en el ratón. Por ejemplo, cuando se conoce que la mutación de 

un cierto gen está asociada al autismo, el modelo generado por la misma mutación en el 

ratón se considera que presenta validez de constructo, al menos para ese tipo particular de 

DEA. Por último, que un modelo presente validez predictiva significa que es posible la 

extrapolación de las manipulaciones del comportamiento en el modelo animal a los 

humanos. Esto puede implicar dos cosas: 1) que el modelo responda de la misma manera 

que los humanos cuando se expone a ciertas drogas; y 2) que, en el desarrollo de una droga, 

el modelo es útil para identificar medicamentos que puedan ser beneficiosos para los 

humanos (Mabunga et al., 2015).  
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Como hemos mencionado previamente, son muchos los factores etiológicos 

observados en el DEA. Estos pueden ir desde cambios en la expresión de genes, 

mutaciones, alteraciones en componentes epigenéticos, exposición prenatal a agentes 

tóxicos o drogas, la edad paterna, etc. Por lo que son necesarios buenos modelos animales 

para determinar los mecanismos de la patología y para desarrollar tratamientos efectivos. 

En esta sección analizaremos diferentes modelos en ratones, que son comúnmente 

utilizados para el estudio del DEA. 

 Según Belzung et al. (2005) los modelos de autismo en ratones pueden ser 

clasificados en 4 categorías:  

 1) mutantes que expresan alteraciones en neuropéptidos involucrados en el 

comportamiento social (por ejemplo, ratones mutantes para los receptores de vasopresina, 

oxitocina u opioide); 

 2) modelos ambientales que recapitulan exposiciones fetales (como por ejemplo la 

exposición a talidomina, a anticonvulsionantes como al VPA, o a infecciones neonatales); 

 3) modelos obtenidos luego de lesiones en el cerebro, en áreas donde se han 

reportado alteraciones en pacientes con DEA, como en el cerebelo, la amígdala o la corteza 

prefrontal; y, 

 4) modelos de enfermedades genéticas asociadas con DEA (por ejemplo, ratones 

nulos para el gen FMR1 que modelan el síndrome del X Frágil). 

 

 A continuación vamos a profundizar en dos modelos ambientales para el estudio del 

DEA: el modelo de exposición prenatal al ácido valproico (VPA) y el modelo de activación 

inmune materna (MIA), ya que estos son los que están más relacionados con las hipótesis 

de nuestro trabajo. 

 

I.5.1. Modelo de exposición prenatal al ácido valproico (VPA) 

 Como mencionamos previamente, la exposición durante el embarazo al 

anticonvulsivante VPA incrementa el riesgo de que los hijos desarrollen el síndrome de 

valproato fetal, el cual recapitula ciertas características conductuales parecidas a las 

observadas en pacientes con autismo. Esta observación clínica proporcionó la evidencia 

para desarrollar un modelo farmacológico de autismo asociado a una exposición dentro del 
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ambiente uterino (Roullet et al., 2013). El modelo VPA fue creado por Rodier et al. (1996), 

quien expuso a ratas preñadas a una dosis de 350 mg/Kg de VPA. Dado que los estudios 

conductuales en roedores expuestos prenatalmente al VPA mostraron alteraciones 

comportamentales similares a las observadas en pacientes con DEA, desde entonces 

diferentes variantes de este modelo han sido validadas y utilizadas con el fin de determinar 

los mecanismos que subyacen al desorden y buscar opciones terapéuticas.  

 Schneider & Przewlocki (2005) fueron los primeros en describir en profundidad el 

comportamiento de los animales de este modelo. Ellos inyectaron una dosis única de VPA 

en ratas hembras preñadas que cursaban el día de gestación (DG) 12.5 y reportaron que las 

crías machos presentaban: 1) alteraciones de la sociabilidad, expresadas como una 

disminución en el número de interacciones sociales, así como una mayor latencia para la 

realización de las mismas; 2) hiperactividad locomotora y comportamientos repetitivos; 3) 

alteraciones en el sistema sensorial, representadas por una menor sensibilidad al dolor y 

mayor sensibilidad a estímulos no dolorosos; y 4) déficit de atención, que se manifestó en 

una menor inhibición del prepulso acústico (Schneider & Przewlocki, 2005). 

 El modelo VPA cumple con los criterios mencionados previamente para ser 

considerado un buen modelo animal para el estudio del DEA. Por un lado, posee validez 

aparente, ya que comparte los dos síntomas principales característicos del DEA: 1) déficit 

en la interacción y comunicación social y 2) presencia de comportamientos restrictivos y 

repetitivos. También comparten el agente etiológico, es decir, presenta validez de 

constructo. Finalmente, el criterio de validez predictiva probablemente sea el más 

cuestionado debido a la escasez de tratamientos efectivos para este desorden (Buitelaar, 

2003, Mabunga et al., 2015). 

 En la última década ha aumentado el número de grupos de investigación que usa el 

modelo de exposición prenatal o postnatal al VPA para el estudio del DEA (Mabunga et al., 

2015). En nuestro laboratorio trabajamos con el modelo VPA generado a partir de una 

única inyección subcutánea de una dosis de 600 mg/Kg en el DG 12.5 en ratones. Lucchina 

& Depino (2014) han validado el modelo en una cepa híbrida, cruza entre hembras BALB/c 

y machos C57BL/6J. En este caso el modelo recapituló las características observadas en el 

DEA de reducción de la sociabilidad. También describieron que los animales presentaban 
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un aumento en el comportamiento asociado a la ansiedad, que es una de las comorbilidades 

más comunes asociadas al DEA. Además, reportaron un aumento en la activación de las 

células gliales en el cerebelo y una respuesta inflamatoria exacerbada ante un estímulo 

inflamatorio, que es otra de las características observadas en algunos pacientes con autismo, 

como mencionamos previamente. Nuestro grupo también validó el modelo en otra cepa de 

ratones (CrlFcen: CF1), utilizando el mismo diseño experimental (una inyección 

subcutánea de 600 mg/Kg en hembras preñadas el DG 12.5). En su trabajo, Campolongo et 

al. (2018) describieron que los animales presentaban los síntomas característicos del DEA 

como reducción en la sociabilidad y aumento de los comportamientos repetitivos. 

Adicionalmente encontraron que los animales presentaban signos de depresión, que suele 

ser otra de las comorbilidades asociadas al DEA. Otras alteraciones conductuales 

observadas fueron: alteración en la respuesta olfatoria, el cual es un sentido muy 

relacionado con la sociabilidad en ratones, y una reducción en la locomoción (Campolongo 

et al., 2018).  

 Ya que el autismo es un desorden de etiología multifactorial, ningún modelo, 

incluido el modelo VPA es capaz de recapitular todas las características observadas en 

pacientes con DEA. Sin embargo, confiamos en la validez de este modelo para recapitular 

ciertos aspectos de la etiología del DEA y representar una herramienta útil para poder 

describir los mecanismos involucrados en el desorden.  

 Como mencionamos en la sección I.2.3, las alteraciones en los mecanismos 

epigenéticos que regulan la expresión de genes resulta ser un nuevo abordaje de 

investigación de la etiología multifactorial del DEA. Se ha reportado que el VPA presenta 

la capacidad de inhibir a las deacetilasas de histonas (HDAC), induciendo cambios 

estructurales en la cromatina que no permiten la correcta interacción con factores de 

transcripción y con la ARN polimerasa, y por lo tanto resultan en la inhibición de la 

expresión génica (Phiel et al., 2001). Estudios in vitro con células embrionarias humanas 

han demostrado la capacidad del VPA en generar la hiperacetilación de las HDAC (Phiel et 

al., 2001). Por otro lado, Tung & Winn (2010) administraron VPA a ratonas preñadas en el 

DG 9 y extrajeron los embriones a 1, 2, 3, 6 y 24 horas post-inyección. Sus resultados 

demostraron que el VPA generó un incremento en la acetilación de histonas que tuvo un 
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pico 3 horas post-inyección. Este aumento estuvo acompañado de la metilación en la 

histona H3lisina4 (H3K4). También se observó un incremento en la acetilación de histonas 

en el neuroepitelio, el corazón y somitos de los embriones. Estos resultados refuerzan la 

idea de que el VPA es capaz de producir alteraciones epigenéticas que deriven en 

malformaciones congénitas y permiten explicar, en parte, algunos de los efectos 

teratogénicos del VPA. 

  En la misma línea, Kataoka et al. (2013) utilizó el modelo de VPA, inyectando 

hembras en el DG 12.5 con VPA o valpromida (un análogo del VPA que no presenta 

actividad inhibitoria de las HDACs). Ellos demostraron que la exposición prenatal a VPA 

generaba el fenotipo conductual asociado a autismo, acompañado de una reducción del 

número de células teñidas con Nissl en las cortezas prefrontal y somatosensorial. Además, 

reportaron que los animales presentaron un aumento transitorio en la acetilación de histonas 

acompañado de un aumento de la apoptosis en la neocorteza y una reducción de la 

proliferación celular en la eminencia ganglionar. Sin embargo, estos efectos tanto sobre la 

conducta como en la morfología del cerebro no fueron observados cuando los animales 

fueron inyectados con la valpromida. 

 Estos trabajos contribuyen a establecer un posible mecanismo de acción del VPA a 

través de alteraciones epigenéticas que determinan alteraciones moleculares y celulares 

que, a su vez, resultan en las alteraciones conductuales observadas en los modelos 

animales.  

 

I.5.2. Modelo de activación inmune materna (MIA) 

 Como hemos mencionado, otra de las etiologías asociadas al DEA es la activación 

del sistema inmune materno en sus diferentes formas y mecanismos (Jiang et al. 2016, 

Lombardo et al., 2018). Chess (1971) fue uno de los primeros en describir este nexo luego 

de la epidemia de rubeola de 1964. En un estudio en 273 niños con rubeola congénita 

identificó 10 niños con autismo y 8 niños con “rasgos parciales” de autismo, vinculando por 

primera vez una enfermedad infecciosa con el DEA.   

 Diferentes estudios han reportado que la activación del sistema inmune materno 

genera diferentes desórdenes neurológicos y psiquiátricos, que pueden ir desde la 

microcefalia observada en los hijos de las madres infectadas con el virus del zika 
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(Rasmussen et al., 2016) hasta la esquizofrenia (Rapoport et al., 2012) y el autismo 

(Ploeger et al., 2010). Un estudio bastante citado es el Atladóttir et al. (2010), realizado con 

el Registro Medico Danés, el cual utilizó la información clínica de los niños nacidos en 

Dinamarca entre 1980 y 2005. Este estudio incluyó a más de 10000 pacientes 

diagnosticados con DEA, y encontró una asociación entre la infección viral durante el 

primer trimestre y el riesgo de autismo. También estableció una asociación, aunque no tan 

fuerte, entre la infección bacteriana durante el segundo trimestre y el DEA. 

 La hipótesis de la activación inmune materna fue testeada en modelos animales 

estimulando la respuesta inmunológica de la madre preñada con diferentes inmunógenos 

(Meyer et al., 2009). El consenso actual es que las infecciones maternas durante la preñez 

pueden ser relevantes en el desarrollo de varios desórdenes del sistema nervioso como el 

DEA, la esquizofrenia o el Parkinson, entre otros (Harvey & Boksa, 2012). 

 En el contexto de esta tesis es relevante el modelo de MIA que contribuye al 

desarrollo de la sintomatología asociada al DEA, el cual se genera mediante la inyección de 

hembras preñadas con un agente mimético viral conocido como PolyI:C (ácido 

poliriboinosínico-poliribocitidílico). Existen diferentes aproximaciones a este modelo que 

utilizan dosis variables que van de 1 mg/Kg a 20 mg/Kg, con diferentes rutas de 

administración y días gestacionales de la inyección, que por lo general son cercanos al DG 

12.5 (Careaga et al., 2017). Este modelo ha demostrado presentar validez aparente (ya que 

los animales desarrollan una conducta que recapitula la observada en el DEA), validez de 

constructo (ya que las infecciones en mujeres embarazadas incrementan la probabilidad de 

desarrollar conductas asociadas al DEA en la descendencia) y validez predictiva (ya que 

algunos tratamientos con drogas antipsicóticas o la terapia antipurinérgica probadas en 

ratones en el modelo de MIA generan una reducción de los síntomas de manera similar a la 

observada en humanos y dejan abierta la posibilidad del desarrollo de drogas para tratar 

algunos tipos de DEA) (Careaga et al., 2017). 

 Una de las hipótesis actuales en este campo de investigación es que el desarrollo 

normal del feto necesita un balance específico entre el ambiente materno y el ambiente 

fetal, y si una infección materna interrumpe este balance se puede alterar el perfil de 

desarrollo normal del cerebro. Por otro lado, no es necesariamente el agente infeccioso en sí 

mismo el que genera el perjuicio para el feto, sino que la alteración puede ser consecuencia 



                                                                                                                           
 

42 

de la respuesta fisiológica desarrollada por la madre ante este agente, mediado 

principalmente por citoquinas maternas. Se propone que es el desbalance mediado por las 

citoquinas el que podría afectar la funcionalidad del cerebro en desarrollo y contribuir a los 

desórdenes psiquiátricos en la vida adulta (Minakoba & Wagner, 2018) 

  El trabajo de Smith et al. (2007) indica que la IL-6 puede ser uno de los mediadores 

de los efectos del MIA sobre el desarrollo de la cría. Demostraron que la inyección de esta 

citoquina específica en el DG 12.5 es capaz de producir características conductuales como 

un déficit en la inhibición de prepulso y la inhibición latente en la descendencia adulta, 

similares a los efectos de la MIA. Pero lo más sorprendente fue que la coadmistración del 

polyI:C con un anticuerpo antiIL-6, evitó que la descendencia presente el déficit en la 

sociabilidad, así como en la inhibición del prepulso e inhibición latente descriptas en este 

modelo. Además demostraron en ratones nulos de IL-6 que la inyección materna de PolyI:C 

no causaba alteraciones en la conducta asociadas a autismo en la descendencia. 

 Otras citoquinas que han sido asociadas al modelo de MIA e identificadas en 

individuos con DEA son IL-17a, IL-1β y TNF‐α, entre otras (Minakova & Wagner, 2018). 

 

I.6. Estimulación social temprana y DEA 

 Hasta la fecha no se ha encontrado un tratamiento farmacológico o terapia que 

revierta las características principales del DEA. El enfoque actual busca encontrar 

diferentes tipos de intervenciones en niños y jóvenes que padecen este desorden, con el 

objetivo de disminuir la sintomatología y mejorar las habilidad cognitivas y sociales 

(Reichow et al., 2012, Vivanti et al., 2016, Weitlauf et al., 2014). Así, existen diferentes 

tipos de intervenciones para trabajar el DEA, que se basan principalmente en tres enfoques: 

estrategias de comunicación, estrategias del desarrollo y uso de herramientas conductuales 

para mejorar el comportamiento (Mulas et al., 2010). 

 Uno de estos modelos es “Experiencias de Aprendizaje y Programas Alternativos 

para Prescolares y Padres” (LEAP, Learning Experiences: an Alternative Program for 

Preschoolers & Parents), el cual ha demostrado mejorar la sintomatología del DEA y el 

funcionamiento cognitivo, así como también el lenguaje (Strain & Bovey, 2011). El LEAP 

se caracteriza por ser un programa educativo inclusivo de niños con DEA en aulas con 

niños de desarrollo típico. El objetivo de esta intervención es mejorar las áreas cognitivas, 
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emocionales y comunicativas en un contexto de aprendizaje entre pares y con el profesor 

(Skokut et al., 2008). Según Odom et al. (2010) este es uno de los modelos para el 

tratamiento del DEA con efectividad demostrada. 

 Por otro lado, el ambiente enriquecido es un término que hace referencia a las 

mejoras de las condiciones de confinamiento de los animales de laboratorio. Esto puede 

incluir jaulas más grandes, presencia de objetos, espacios destinados a que los animales 

puedan jugar y ejercitarse, y en algunos casos puede incluir una mayor cantidad de 

animales por caja para favorecer las interacciones (Sampedro-Piquero & Begega, 2017). 

Actualmente, estudios desarrollados en ratones han demostrado que el crecimiento en un 

ambiente enriquecido, el cual incluye un componente social, tiene efectos que pueden 

revertir los fenotipos observado en el DEA (Dawson, 2008, Reynolds et al., 2010).  

 En nuestro laboratorio hemos validado un modelo en ratones de estimulación 

temprana en el DEA, el cual llamamos modelo de rescate social. En dicho modelo 

utilizamos un diseño experimental que consiste en realizar destetes específicos (como se 

desarrolla en el Capítulo V) de modo tal de obtener ratones VPA que se crían con otros 

ratones VPA, ratones VPA que se crían con ratones control y ratones control que se crían 

con otros ratones que no estuvieron expuestos al VPA. Demostramos previamente que la 

estimulación social luego del destete es capaz de revertir los efectos que tiene la exposición 

prenatal al VPA sobre la sociabilidad (Campolongo et al., 2018).    
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Hipótesis y Objetivos 

  

Sabemos que el Desorden del Espectro Autista (DEA) produce una sintomatología 

variable en su gravedad, por lo cual se habla de un espectro. Como describimos en la 

introducción, el DEA es un desorden multifactorial y el abanico de fenotipos que se 

observan puede estar asociado a los diferentes factores etiológicos que lo generan, ya sean 

factores ambientales, genéticos, epigenéticos o la interacción entre ellos. Uno de los 

factores de exposición ambiental que produce una sintomatología similar al DEA es la 

exposición prenatal a VPA. En nuestro laboratorio trabajamos con el modelo VPA en 

ratones, el cual recapitula el déficit de sociabilidad, la presencia de comportamientos 

repetitivos y algunas de las comorbilidades observadas en los pacientes con autismo. 

 Varias de las alteraciones cerebrales más consistentemente reportadas en pacientes 

con autismo se encuentran en el cerebelo, una estructura que hasta hace poco tiempo había 

sido estudiada casi exclusivamente en cuanto a sus funciones del control y coordinación de 

los movimientos. Dentro del cerebelo, una de las regiones más afectadas parece ser el 

lóbulo VI/VII. Trabajos previos nos llevaron a preguntarnos si en nuestro modelo VPA se 

recapitulaban algunas de las alteraciones estructurales observadas en el cerebelo de los 

pacientes con autismo. Esta información sería relevante para poder eventualmente plantear 

diferentes mecanismos de acción del VPA sobre el cerebelo y establecer la relación entre 

dichas alteraciones y la conducta. Además, en caso de encontrar alteraciones, podríamos 

analizar posteriormente si estas tienen alguna influencia sobre otras estructuras cerebrales. 

 Además, debido a que recientemente se propuso una relación estructural y funcional 

entre el cerebelo y el circuito de recompensa, decidimos investigar el grado de activación 

del área tegmental ventral (VTA) en los animales de este modelo.  

 Por otro lado, debido a la estrecha relación que presenta el DEA con las alteraciones 

en el sistema inmunológico, en particular con la neuroinflamación, nos resultó interesante 
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profundizar sobre el rol que tiene la neuroinflamación cerebelar en la conducta, en 

particular sobre la sociabilidad. Esto nos ha llevado a preguntarnos si puede un ambiente 

inflamatorio cerebelar en el lóbulo VI/VII generar una alteración en los niveles de 

sociabilidad. También nos parece interesante lograr identificar qué tipos celulares son los 

principales mediadores de esta respuesta. Obtener esta información ayudaría a probar la 

relación funcional entre la neuroinflamación en el cerebelo y la sociabilidad. También nos 

preguntamos mediante qué mecanismos moleculares podría estar operando la respuesta 

inflamatoria.    

Esto llevó a plantearnos dos hipótesis en cuanto al cerebelo y su rol en la sociabilidad: 

1) El cerebelo, y en particular el lóbulo VII, juega un rol relevante en la modulación de los 

niveles de sociabilidad. En particular, animales con niveles reducidos de sociabilidad 

presentan alteraciones estructurales y/o funcionales en el cerebelo y en regiones que 

inervan las neuronas cerebelares.  

2) La neuroinflamación en el cerebelo afecta la función neuronal y resulta en niveles 

reducidos de sociabilidad, que pueden ser revertidos mediante el tratamiento con anti-

inflamatorios sistémicos. 

 Por otro lado, cada vez hay más estudios que vinculan alteraciones epigenéticas con 

diferentes desórdenes psiquiátricos, incluido el DEA. En este sentido, se ha demostrado que 

el VPA actúa como inhibidor de las deacetilasas de histonas. Por este motivo, nos 

preguntamos si el VPA podría estar actuando por mecanismos epigenéticos que pudieran 

ser heredados a las siguientes generaciones, modulando los niveles de sociabilidad en la 

descendencia. Además, a partir de observaciones en pacientes con DEA y en el modelo 

VPA (Campolongo et al., 2018), sabemos que los niveles de sociabilidad pueden presentar 

mejorías cuando se aplica un diseño de estimulación social temprana. En base a estos 

antecedentes nos preguntamos si los fenotipos heredados podían ser rescatados a partir de 

la estimulación social temprana. Así, la tercera hipótesis de esta tesis es: 

3) Las alteraciones conductuales generadas por la exposición prenatal a VPA pueden ser 

heredadas intergeneracionalmente y transgeneracionalmente a la descendencia. Las 
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alteraciones conductuales heredadas pueden ser rescatadas mediante estimulación social 

temprana. 

 

 En base a las hipótesis planteadas, el  Objetivo general de esta tesis fue analizar 

dos factores que a nuestro entender contribuyen a la comprensión de las bases 

neurobiológicas del autismo: una de ellas es el rol del cerebelo en los niveles de 

sociabilidad y la otra es la heredabilidad de los fenotipos asociados al autismo en el modelo 

VPA (entre ellos los niveles de sociabilidad).  

Para cumplir con el objetivo general y estudiar el rol del cerebelo en la 

modulación de la sociabilidad planteamos los siguientes objetivos específicos: 

1) Estudiar la estructura del lóbulo VI/VII en ratones con distintos niveles de sociabilidad, 

haciendo énfasis en las alteraciones cerebelares observadas en la neuropatología del 

autismo. 

2) Cuantificar el nivel de la activación neuronal en la VTA, en los ratones del modelo VPA. 

3) Identificar los mecanismos mediante los cuales la neuroinflamación en el lóbulo VI/VII 

del cerebelo genera una reducción en la sociabilidad. 

Por otro lado, para estudiar si los efectos del VPA sobre la conducta se dan por 

mecanismos epigenéticos heredables planteamos los siguientes objetivos específicos: 

1) Estudiar si las alteraciones reportadas en los animales tratados prenatalmente con VPA 

son heredadas a las siguientes generaciones. 

2) Analizar si la herencia depende del parental afectado prenatalmente por el VPA, 

mediante el estudio de los linajes materno y paterno.  

3) Determinar si las alteraciones en la conducta que son heredadas pueden ser moduladas 

mediante estimulación social temprana. 
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Capítulo II. Materiales y Métodos 
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II.1. Animales 

En este trabajo se utilizaron ratones de la cepa exocriada Cr1Fcen: CF1 (en adelante 

CF1) procedentes del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, 

Universidad de Buenos Aires. Los animales fueron mantenidos en un ciclo de 12 horas de 

luz y 12 horas de oscuridad (6:00 a 18:00). El agua y la comida fueron suministradas ad 

libitum. 

 Los experimentos fueron realizados respetando las regulaciones locales y las 

enunciadas por el National Institute of Health (NIH) en su Guide of the Care and Use of 

Laboratory Animals. Los protocolos experimentales fueron previamente aprobados por la 

Comisión Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires (protocolos Nº 6/2 

aprobado 25/3/14 y Nº111 aprobado el 6/9/2019). Se realizaron los esfuerzos necesarios 

para minimizar el sufrimiento animal y el número de individuos utilizados. 

 

II.1.1. Progenitores (F0) 

Se utilizaron ratones machos y hembras  adultos (8 -10 semanas) para realizar los 

apareos necesarios para generar el modelo experimental. Se eligió la cepa exocriada CF1 

debido a que esta cepa tiene mayor éxito reproductivo que las cepas endocriadas. Para el 

apareo se utilizaron hembras vírgenes.  

Cada hembra se colocó con un macho en una jaula individual. Ese día fue 

considerado el día 1 del apareo, a la mañana siguiente (entre las 9:00 y 10:00), se observó 

en la hembra la presencia o ausencia de tapón vaginal de semen. En caso de encontrarse 

tapón, la hembra fue separada del macho y ese día fue considerado como el día gestacional 

0.5 (DG 0.5). De no observase tapón, la hembra y el macho continuaron juntos hasta la 

observación de tapón vaginal, por un plazo máximo de cinco días. Por la mañana del quinto 

día todos los ratones fueron separados. 

Las hembras fueron colocadas en jaulas de 4-5 animales y los machos en sus jaulas 

individuales para comenzar, luego de un descanso de 2 días, una nueva tanda de apareo con 

otro grupo de hembras. 
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II.1.2. Tratamiento prenatal: Crías F1  

 En el DG 12.5 las hembras preñadas fueron asignadas al azar a un tratamiento e 

inyectadas subcutáneamente con una dosis de 600 mg/Kg de ácido valproico (VPA) o con 

solución salina (SAL). Luego de la inyección, las hembras fueron aisladas en jaulas 

individuales. A partir del DG 18 se observó diariamente la ocurrencia de nacimientos y, en 

caso de detectarlos, se registró ese día como el día postnatal 0 (P0) (Figura II.1). No se 

realizaron cambios de la jaula durante la primera semana de vida con el fin de no alterar el 

nido, a las crías ni a las madre.  

 

Figura II.1. Esquema de la generación del modelo VPA. Hembras preñadas (F0) fueron inyectadas 

al día de gestación (DG) 12.5 con VPA o SAL. Las crías de dichas hembras constituyeron la F1 

VPA o SAL. 

 

El tamaño de las camadas utilizada fue de entre 6 y 10 ratones. Las camadas de un 

tamaño inferior a 6 no fueron utilizadas. Por otro lado, se sacrificó el excedente de crías 

antes de P2 si el tamaño de la camada superaba los 10 ratones. Esto fue realizado con los 

fines de que las camadas sean más parecidas en cuanto al cuidado materno que reciben y la 

ganancia en peso de las crías.  

Las crías fueron destetadas en el día P21 y separadas en función a su tratamiento y 

sexo. Para disminuir el efecto camada, al momento de armar cada jaula de destete se 

eligieron animales que no fuesen hermanos. Estos ratones fueron denominados como la 

filial 1 (F1) VPA o SAL según el tratamiento asignado. 
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II.1.3. Apareos realizados para estudiar herencia intergeneracional y 

transgeneracional 

Con el fin de evaluar la existencia de herencia inter y transgeneracional, se 

realizaron diferentes cruzas. Además se realizaron diferentes diseños experimentales para 

determinar si los fenotipos podían trasmitirse a través del linaje materno o paterno. En 

todos los diseños, se controló el peso de las hembras desde el comienzo del apareo para 

determinar la preñez y separarlas del macho. Las hembras que no quedaron preñadas 

durante un periodo de 3 semanas fueron sacrificadas. 

 

II.1.3.1. Herencia intergeneracional - Crías F2: linaje materno 

Con los fines de evaluar la herencia intergeneracional de la F1 a la siguiente 

generación (F2) a través del linaje materno, cruzamos hembras adultas de la F1  

(prenatalmente expuestas a VPA o SAL) con machos naive (Figura II.2). En este trabajo se 

denominó a las crías de esta cruza como la F2-VPA o F2-SAL generada por linaje materno 

(F2-VPA/LM o F2-SAL/LM).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.2. Esquema de las cruzas realizadas para obtener la F2 VPA o SAL por linaje materno 

(F2-VPA/LM o F2-SAL/LM). 
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II.1.3.2. Herencia intergeneracional - Crías F2: linaje paterno 

Se realizaron cruzas entre machos adultos VPA o SAL de la F1 con hembras naive  

para generar una F2 por linaje paterno (Figura II.3). Identificamos a estas crías como la F2- 

VPA o F2-SAL generada por linaje paterno (F2-VPA/LP o F2-SAL/LP).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura II.3. Esquema de las cruzas realizadas para obtener la F2 VPA o SAL por linaje paterno 

(F2-VPA/LP o F2-SAL/LP). 

 

 

II.1.3.3. Herencia transgeneracional - Crías F3: linaje paterno 

De modo similar al diseño anterior, se cruzaron machos adultos de la F2-VPA/LP o 

F2-SAL/LP con hembras naive para generar una filial 3 (F3) de ratones (Figura II.4). En el 

trabajo nos referimos a estas crías como la F3-VPA o F3-SAL generada por linaje paterno 

(F3-VPA/LP o F3-SAL/LP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura II.4. Esquema de las cruzas realizadas para obtener la F3 VPA o SAL por linaje paterno 

(F3-VPA/LP o F3-SAL/LP). 
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II.1.4. Ratones CF1 utilizados para las inyecciones estereotáxicas 

Utilizamos animales adultos machos CF1 de entre 8 y 10 semanas de edad 

provenientes de la sala de producción del Bioterio Central de la FCEyN. Los mismos 

estuvieron habituados una semana a la sala de comportamiento en las condiciones 

ambientales detalladas en la Sección II.7. Se trasladó a los mismos a otra sala para realizar 

las inyecciones esterotáxicas (Ver Sección II.3.1). Se los dejó recuperarse sobre una 

almohadilla térmica y al despertar se los devolvió a la sala de comportamiento. 

 

II.2. Tratamiento postnatal: Modelo de Rescate social 

El tratamiento postnatal comenzó el día del destete y corresponde a un modelo de 

rescate social descripto previamente en Campolongo et al. (2018). Se utilizó este modelo en 

machos de la F2 y de la F3 obtenidos por linaje paterno. Se eligió trabajar con machos 

debido a que las hembras de la F1-VPA no muestran niveles reducidos de sociabilidad 

(Kazlauskas et al., 2019). 

En las jaulas de destete se colocaron crías del mismo tratamiento ya sea derivadas 

de camadas VPA (crías VPA-VPA) o salina (SAL-SAL), además se armaron jaulas mixtas 

que contenían 2-3 crías derivadas de animales VPA (VPA-SAL) con 2-3 crías derivada de  

camadas control (SAL-VPA). Las crías pertenecientes a la misma camada fueron 

distribuidas al azar en distintas jaulas con el fin de reducir el efecto camada. De esta 

manera, a partir del P21 los ratones derivados de camadas VPA pudieron interactuar con 

otros ratones también provenientes de animales VPA o con animales SAL, dependiendo del 

tratamiento asignado. 

Quedaron establecidos los siguientes grupos: F2 VPA-VPA (ratones descendientes 

en primer orden de ratones VPA que convivieron con otros descendientes de primer orden 

de ratones VPA), F2 SAL-SAL (derivados de camadas control que convivieron con otros 

ratones derivados de otras camadas control), F2 VPA-SAL (derivados de camadas VPA 

que convivieron con ratones provenientes de camadas control) y ratones F2 SAL-VPA 

(derivados de camadas SAL que interactuaron con ratones derivados de camadas VPA) 

(Figura II.5).  
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De manera similar al diseño planteado en la F2, se realizó el diseño de rescate social 

con machos de la F3. En este caso quedaron establecidos los grupos F3 SAL-SAL  

(descendientes en segundo orden de machos SAL que convivieron con ratones 

descendientes en segundo orden de machos SAL), F3 VPA-VPA (descendientes en 

segundo orden de machos VPA que convivieron con ratones descendientes en segundo 

orden de machos VPA), F3 SAL-VPA (descendientes en segundo orden de machos SAL 

que convivieron con descendientes en segundo orden de machos VPA) y F3 VPA-SAL 

(descendientes en segundo orden de machos VPA que convivieron con otros descendientes 

en segundo orden de machos SAL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.5. Esquema general de los grupos experimentales generados con el modelo de rescate 

social. 

 

 

II.3. Inyecciones 

 

II.3.1. Inyección estereotáxica de LPS en el cerebelo  

El lipopolisacárido (LPS) es un componente de la membrana externa de las 

bacterias gram negativas, el cual es resistente a la degradación por las enzimas de los 

mamíferos (Ohanian & Schwab, 1967). Se ha demostrado que puede desencadenar 

procesos de neuroinflamación, activación de la microglia, astrogliosis y aumentos en los 

niveles de IL-1 y TNF (Hauss-Wegrzynia et al., 1998). 
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Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la inyección de LPS en 

el lóbulo VI/VII del cerebelo genera una reducción en la sociabilidad de los ratones 

(Lucchina & Depino, 2013). Con los fines de estudiar el mecanismo de acción por el cual 

este potente inflamógeno genera esta reducción en la sociabilidad se realizaron inyecciones 

estereotáxicas de LPS el lóbulo VI/VII del cerebelo.  

Ratones adultos CF1 fueron anestesiados con ketamina (90 mg/kg) y xilacina (10 

mg/kg) y ubicados en el aparato de estereotaxis (Stoelting). Para fijar la posición de la 

cabeza del ratón, se posicionó la barra que sostiene el hocico a una altura de 5 mm, 

mientras que la barra que sostiene las orejas se mantuvo a una altura de 10 mm. Se 

realizaron inyecciones en el lóbulo VI/VII de la vermis cerebelar. Las coordenadas de 

inyección fueron determinadas a partir del atlas de ratón (Figura II.6; Paxinos & Franklin, 

2004) y confirmadas realizando pruebas con tinta china e identificando las lesiones 

producidas en el parénquima por el capilar (Figura II.7). Se utilizaron las siguientes 

coordenadas: –7.5 mm antero-posterior a partir del bregma, y –1.0 mm dorso-ventral a 

partir de la pia madre.  

La inyección estereotáxica se realizó con un capilar de vidrio graduado y estirado 

(diámetro aproximado de 50 μm). El LPS (serotipo 0111:B4, Sigma) se disolvió en 

solución salina estéril a una concentración de 0.1 mg/ml. Se inyectó un volumen final de 1 

μl. La inyección se realizó en un periodo de 6 minutos: en los primeros cuatro minutos se 

inyectó el LPS (0.25 μl/minuto), luego se mantuvo el capilar en el lugar de inyección 

durante un minuto adicional a fin de evitar el reflujo de la solución. Posteriormente se retiró 

el capilar en dos pasos, con 1 min de espera entre cada uno. Finalmente se procedió a 

limpiar y cerrar la herida pegándola con pegamento (La Gotita, Akapol S.A., BA-

Argentina) y dejando la zona embebida en iodopovidona (Pervinox, Laboratorios Phoenix, 

BA-Argentina) a fin de minimizar posibles infecciones. Los animales inyectados se 

mantuvieron sobre una almohadilla térmica hasta recuperarse de la anestesia y luego fueron 

devueltos a su jaula.  
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Figura II.6. Vista sagital y medial de la representación del cerebro y el cerebelo del ratón en el 

atlas del ratón (Paxino & Franklin, 2004). La flecha azul representa la coordenada de inyección.  

 

 

II.3.2. Inyecciones intraperitoneales con anti-inflamatorios 

Para poder elucidar el mecanismo a través del cual actúa el LPS, se realizó un 

pretratamiento con anti-inflamatorios a nivel sistémico previo a la inyección estereotáxica. 

Los ratones recibieron un inyección intraperitoneal de ibuprofeno (anti-inflamatorio no 

esteroideo), dexametasona (anti-inflamatorio esteroideo) o solución salina, una hora antes 

de la inyección estereotáxica con LPS o SAL. El ibuprofeno inyectable (Ibuzidine, 

Laboratorio IM) se disolvió en solución salina a una concentración de 20 mg/ml. A los 

ratones se les inyectó una dosis de 30 mg/kg. Por otro, la dexametasona inyectable 

(Lormine, Laboratorio Northia) se diluyó y se la llevó a una concentración final de 2 

mg/ml. La dosis de dexametasona utilizada fue de 2 mg/kg. Estos dos anti-inflamatorios 

fueron elegidos porque poseen diferentes mecanismos de acción  

 

II.4. Cuidado materno 

El cuidado materno fue registrado entre los días P1 y P7. Las madres fueron 

observadas todos los días durante una hora entre las 9:30 y las 10:30 en la jaula donde 
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habitaba con la camada. Durante este tiempo se registró, cada un minuto, la actividad 

realizada por las madres: amamantar con postura arqueada (ABN, las siglas en inglés de 

arched back nursing) y acicalar a las crías (LGP, por las siglas en inglés de licking and 

grooming the pups) (Kazlaukas et al., 2016).  

 

II.5. Ganancia en peso 

Para conocer los efectos de los tratamientos en el desarrollo neonatal, se registró el 

peso de las crías de la F2 todos los días entre P2 y P9 y luego día por medio entre P11 a 

P21. Para las crías de la F3 se registró el peso a P13, P17 y P21.  

 

II.6. Comportamiento durante el desarrollo postnatal 

El progreso en el desarrollo neurológico fue registrado durante el periodo de 

lactancia con tres ensayos: enderezamiento sobre la superficie, fuerza de agarre y sobresalto 

acústico. Las primeras dos tareas dependen del hipocampo, la corteza y el cerebelo 

(Wagner et al., 2006), mientras que el sobresalto acústico puede proveer información 

general sobre el procesamiento sensomotor (Buccafusco, 2001).                                                                       

 

II.6.1. Enderezamiento sobre superficie  

Para evaluar el reflejo de enderezamiento se colocó al animal sobre su espalda sobre 

una superficie plana y se cuantificó el tiempo que éste tardó en regresar a su posición 

original. Se consideró un enderezamiento total sólo cuando las 4 patas del animal se 

encontraban apoyadas en la superficie, con una tolerancia máxima en el desarrollo de la 

tarea de 60 segundos (cut off). 

 

II.6.2. Fuerza de agarre en una red colgante  

En este test los animales son colocados sobre una red metálica, y ésta se invierte 

rápidamente sobre una caja con viruta, de modo que el ratón debe permanecer agarrado de 

la red para no caer. Se registró el tiempo transcurrido hasta la caída, con un tiempo máximo 

de espera de 60 segundos.  
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II.6.3. Sobresalto acústico  

Se realizó un chasquido de dedos 10 cm por encima de la cabeza del animal y se 

evaluó la presencia o ausencia de sobresalto.  

 

II.7. Comportamiento en la adultez 

Los animales fueron habituados durante la semana previa al comienzo de los 

ensayos conductuales a la sala comportamiento del Bioterio Central, donde se los mantuvo 

con un ciclo de luz:oscuridad de 12:12 (6:00 a 18:00) y una temperatura de 24 ºC ± 1 ºC. 

Todos los ensayos conductuales fueron realizados durante la fase de luz (entre las 

10:00 y las 17:00 hs para evitar la hora posterior y previa al cambio de fase), a excepción 

de los ensayos de habituación/deshabituación olfativa y de laberinto en Y que comenzaron 

dos horas antes de la fase oscura (16:00 hs) y se realizaron hasta las 21:00 hs 

aproximadamente con el objetivo de maximizar los niveles de exploración de los ratones. 

Para todos los ensayos se procedió de la misma manera. Se habituaron los animales durante 

al menos 30 minutos a la iluminación de la sala donde se realizó el ensayo. El orden con el 

que se evaluaron las jaulas fue al azar, solamente teniendo la consideración de no estudiar 

todas las jaulas del mismo tratamiento en el mismo horario. Los ensayos fueron realizados 

y analizados sin conocer los tratamientos. Los ensayos se realizaron en orden creciente 

según el estrés y se separaron por una semana a fin de minimizar el efecto de un ensayo 

sobre el otro. 

Las arenas experimentales fueron limpiadas con etanol 20% entre sesiones, excepto 

el vaso utilizado en el ensayo de natación forzada, cuya agua fue cambiada luego de 4-5 

ratones. Los ensayos fueron grabados y analizados utilizando el software ANY-Maze 

(Stoelting CO, USA). 

 

II.7.1. Ensayo de Interacción Social  

El ensayo de interacción social permite cuantificar la tendencia de un ratón de 

acercarse a otro ratón en un contexto de investigación social (Crawley, 2007). El 

dispositivo consiste en una arena rectangular de poliestireno negro (15 cm x 40 cm x 25 
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cm) que tiene definida 3 cámaras (2 laterales y una central) entre las cuales el ratón puede 

desplazarse (Figura II.7). Las cámaras laterales contienen cada una un tubo cilíndrico de 

acrílico transparente (7.5 cm de diámetro y 15 cm de altura) que posee agujeros de 0.5 cm 

en los que el ratón puede introducir el hocico. El ensayo se realizó bajo una iluminación 

tenue de 10 lux con los fines de disminuir los niveles de estrés y maximizar la exploración 

de toda la arena. El ensayo comenzó con una habituación de 5 minutos, en la cual el ratón 

es colocado en la cámara central y se le permite explorar la arena y los cilindros. Luego, se 

colocó al azar en uno de los cilindros un ratón de mismo sexo del animal evaluado, pero 

juvenil (edad entre P21 y P45) que denominamos “estímulo social” y en el otro se colocó un 

objeto de tamaño y color similar al ratón estímulo (rollo de película fotográfica cubierta con 

cinta de papel blanca). La cámara donde se encontraba el ratón estímulo fue definida como 

el “lado social” y la otra como el “lado no social”. Se grabaron ambas sesiones con el 

programa de seguimiento digital ANY-Maze y se registró el tiempo durante el cual el ratón 

pasa oliendo el cilindro del “lado social” y el del “lado no social” (nariz a menos de 1 mm 

del cilindro). Se calculó el índice de sociabilidad como el tiempo que el animal pasa 

oliendo el cilindro del lado social menos el tiempo oliendo el cilindro del lado no social. El 

piso de la arena fue cubierto con viruta limpia para reducir el estrés del animal al aparato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.7. Aparato utilizado en el ensayo de interacción social (A) y tubo cilíndrico en donde se 

coloca el estímulo social o el estímulo no social (B). 
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II.7.2. Ensayo de autoacicalamiento 

En roedores un comportamiento de acicalamiento excesivo puede ser 

conceptualmente análogo al comportamiento motor estereotipado característico del autismo 

(McFarlane et al., 2008). En este ensayo el dispositivo consiste en un tubo de acrílico de 

plexiglás transparente (5.5 cm de diámetro y 20 cm de altura) en el cual se colocó al ratón. 

El orificio del tubo fue tapado con un barbijo para evitar que el ratón escape (Figura II.8). 

Para este ensayo, cada ratón fue colocado en un cilindro durante 1 hora por dos días 

consecutivos en lo que fueron las sesiones de habituación. El tercer día se volvió a colocar 

al animal durante 10 minutos (luego de un periodo de 10 minutos de habituación), se grabó 

la sesión con el ANY-Maze y se midió el tiempo que el ratón se acicalaba cualquier parte 

de su cuerpo. Tanto en las sesiones de habituación como durante el ensayo la sala estuvo 

iluminada con 10 lux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.8. Tubo de acrílico utilizado en el ensayo de auto-acicalamiento. 

 

II.7.3. Laberinto en Y 

El laberinto en Y es un ensayo utilizado para evaluar comportamientos repetitivos y 

memoria de trabajo (Deacon & Rawlins, 2006, Chang et al., 2017). El aparato consiste en 

un laberinto de acrílico transparente con 3 brazos, cada uno de 42 cm de largo, con paredes 

inclinadas de 12 cm de alto (Figura II.9). La base el laberinto es de Syntrax negro para 
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facilitar el seguimiento de los animales de color claro. El ratón fue habituado a la sala 

durante 30 minutos a 30 lux. Luego el animal fue colocado en uno de los brazos del 

laberinto y se le permitió recorrer el mismo libremente por todos los brazos. Las paredes de 

la sala tenían diferentes claves visuales que le permitían al ratón diferenciar los brazos entre 

sí. El recorrido del animal fue registrado por el software ANY-Maze. Se calculó el 

porcentaje de alternancias definida como (alternancias totales x 100) / (número total de 

visitas a brazos – 2). Cada alternancia fue definida como la visita consecutiva de los 3 

brazos, en cualquier orden. También se registró la distancia total recorrida en el laberinto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura II.9. Vista superior del Laberinto en Y. 

 

 

II.7.4. Reconocimiento de un objeto novedoso 

El ensayo de reconocimiento de un objeto novedoso es utilizado para evaluar 

memoria (Ennaceur & Delacour, 1988). El mismo se realizó en una arena cuadrada de 

paredes negras (30 cm x 30 cm, y 30 cm de altura) (Figura II.10). El ensayo consistió de 

tres sesiones de 5 minutos, separadas entre ellas por 5 minutos durante los cuales el animal 

permaneció en una caja con viruta. En la primera sesión se colocó al ratón durante 5 

minutos en la arena experimental con el objetivo de que explore la misma (habituación). En 

la segunda sesión se lo expuso a dos objetos idénticos y se le permitió explorarlos. En la 
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tercera sesión se introdujo al animal en la arena conteniendo uno de los objetos que había 

explorado en la sesión anterior (objeto familiar) y un objeto desconocido (objeto 

novedoso). Las sesiones fueron grabadas y el movimiento de los animales registrado 

utilizando el ANY-Maze. Se midió el tiempo que el animal estuvo oliendo el objeto 

novedoso y el familiar. Además se calculó el tiempo relativo de exploración del objeto 

novedoso expresado por el índice de discriminación como: 

%ID = (tnovedoso – tconocido)/ ttotal 

con ttotal como la suma del tiempo explorando el objeto novedoso (tnovedoso) y el tiempo que 

explora el objeto conocido (tconocido). 

Para cada ratón evaluado se aleatorizó el tipo de objeto novedoso y la posición del 

mismo (arriba o abajo) en la arena. El ensayo se realizó con una luz tenue de 10 lux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II. 10. Arena utilizada en el test de reconocimiento novedoso. En (A) se muestra la arena sin 

ningún objeto utilizada en la habitación, mientras que en (B) se colocaron dos objetos iguales y en 

(C) dos objetos diferentes a fines ilustrativos. 

 

 

II.7.5. Ensayo de habituación/deshabituación olfativa 

El ensayo de habituación/deshabituación olfativa permite conocer la habilidad de 

los ratones para discriminar entre olores iguales o diferentes, sean estos de naturaleza social 

o no social (Yang & Crawley, 2009, Silverman et al., 2010). Cada ratón fue habituado 

durante 30 minutos a una caja experimental (27 cm x16 cm, 12 cm altura) que contenía 

viruta y un hisopo enganchado en la tapa de la caja, al cual el ratón puede acceder (Figura 
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II.11). La luz de la sala fue de 50 lux. Durante la habituación el animal suele explorar la 

caja y el hisopo, familiarizándose con el ambiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.11. Vista lateral (A) y frontal (B) de la caja en donde se realizó el ensayo de 

habituación/deshabituación olfativa. En B se puede ver el hisopo en la tapa de la caja. 

 

El ensayo consiste en la presentación durante 2 minutos del hisopo con diferentes 

olores. Cada ratón recibió 3 presentaciones consecutivas de cada olor (habitación olfativa a 

un olor) y luego se cambió el olor. La presentación de un olor diferente al que el animal 

estaba habituado es lo que se conoce como deshabituación olfativa. El intervalo entre la 

presentación de los olores fue de 1 minuto, que es el tiempo en que se tardó en cambiar el 

hisopo. Primero se midió la respuesta al hisopo embebiendo la punta del hisopo en agua y 

presentándolo durante 3 sesiones de 2 minutos. Los olores no sociales consistieron en 

diluciones de extracto de vainilla o banana, que fueron calibradas previamente para 

estimular la olfación y no causar rechazo (Campolongo et al., 2018). Para los olores 

sociales, se pasó la punta del hisopo en una caja con viruta sucia de machos o de hembras. 

Se grabó el comportamiento de los animales con el ANY-Maze y se cuantificó el tiempo 

que estuvieron oliendo la punta del hisopo. Los animales que no olieron en ninguna de las 3 

presentaciones de algún olor en particular, no fueron tenidos en cuenta en el análisis. 

Con las mediciones obtenidas se pudieron calcular diferentes índices de 

discriminación. Estos índices muestran la capacidad que posee un ratón de discriminar 

entre un olor que venía oliendo en sucesivas repeticiones cuando se presenta un olor 

diferente. El índice de discriminación entre olores no sociales se calculó como la diferencia 
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entre el tiempo que el animal pasó oliendo la primera presentación de banana respecto de la 

tercera presentación de vainilla. El de discriminación social se determinó como la resta 

entre el tiempo que el animal olfateó el hisopo en la primera presentación del olor a 

hembras respecto a la última presentación del olor a machos. 

 

II.7.6. Ensayo de nado forzado 

Este ensayo permite evaluar comportamientos asociados a depresión (Porsolt et al., 

1977). Durante el mismo se colocó un ratón en un vaso de vidrio (15 cm de diámetro y 25 

cm de altura), el cual estaba lleno con agua a 25°C hasta una altura de 14 cm (Figura II.12). 

Los animales fueron introducidos en el agua con delicadeza evitando que se mojaran su 

cabeza y vibrisas. Con el programa ANY-Maze se grabó el ensayo y se midió el tiempo de 

inmovilidad de un total de 6 minutos. Se reporta el tiempo total de inmovilidad entre el 

minuto 2 y el minuto 6 del ensayo. La sala estuvo en un nivel de iluminación de 50 lux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.12. Vaso de vidrio en el que se evalúa el nado forzado. 

 

II.7.7. Ensayo de suspensión de la cola 

Al igual que el ensayo de nado forzado, el ensayo de suspensión de la cola permite 

analizar comportamientos asociados a depresión (Steru et al., 1985). El dispositivo de este 

ensayo consiste en dos soportes verticales de 25 cm unidos a través de un cable delgado 

(Figura II.13). Los ratones fueron suspendidos del alambre por la cola mediante cinta 

adhesiva de papel durante 5 minutos. Se registró el tiempo total de inmovilidad durante la 
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sesión. Los ratones que se treparon por su propia cola y subieron al alambre en este ensayo 

no fueron tenidos en cuenta para el análisis. La habitación estuvo iluminada a 50 lux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.13. Dispositivo experimental con el que se realizó el ensayo de suspensión de la cola. 

 

 

II.7.8. Ensayo de campo abierto 

En este ensayo se permite a los animales explorar libremente una arena cuyo centro 

se encuentra más iluminado que la periferia. Los ratones que tienen un comportamiento 

asociado a ansiedad suelen preferir pasar más tiempo en la periferia de la arena 

(Buccafusco, 2001). La arena experimental de este ensayo fue una caja cuadrada de paredes 

y piso negro (45 cm x 45 cm, y 30 cm de altura) (Figura II.14). Se delimitó un centro 

virtual de 23 cm x 23 cm utilizando el software ANY-Maze. El resto de la superficie de la 

arena quedo definida como periferia. Se trabajó a una iluminación de 100 lux en el centro 

del campo. Durante el ensayo se introdujo al animal cerca de una de las paredes y se le 

permitió explorar la arena libremente. Se registró el recorrido del animal con el software 

ANY-Maze. Se cuantificó la distancia recorrida, el tiempo en el centro y el número de 

entradas al centro. La duración del ensayo fue de 10 minutos.  
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Figura II.14. Vista superior de la arena en donde se realizó el ensayo de campo abierto. 

  

 

8. Análisis Histológico 

8.1. Procesamiento de los tejidos 

Los animales fueron anestesiados con una solución de ketamina (90 mg/kg) y 

xilacina (10 mg/kg) a través de inyección intraperitoneal, y luego perfundidos primero con 

solución salina (0.9 % NaCl) y luego con una solución de paraformaldehido (PFA) al 4% 

en buffer fosfato (PB) 0.1M pH =7.2. Las perfusiones fueron realizadas a flujo constante 

utilizando una bomba peristáltica (LKB 2115, LKB-produkter AB, Zurich, Suiza). Una vez 

finalizadas se realizó la extracción del cerebro y se postfijó en PFA al 4% por 24 hs a 4° C. 

Luego se descartó el PFA y se realizaron 2 lavados de la muestra con PB. El cerebro fue 

conservado en una solución de sacarosa al 30 % en PB a 4 °C. Las perfusiones no pudieron 

realizarse en animales de P7 debido a su pequeño tamaño. En ese caso, los animales fueron 

sacrificados, su cerebro fue fijado por 24 hs en PFA al 4 % y luego de lavados conservados 

en sacarosa al 30 % a 4 °C.  
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Para congelar las muestras fueron colocadas nuevamente en un falcón con solución 

de sacarosa 30 % en PB durante 24 horas a 4 °C y posteriormente secadas y guardadas en 

un freezer de -80 °C durante por lo menos 2 horas. Los cerebros fueron seccionados con un 

crióstato (Leica o Instrumentalia). Los cerebros de P7 y P14 fueron seccionados cada 30 

µm, montados en portaobjetos gelatinizados, y conservados a -20 °C. Los cerebros de 

animales sacrificados a partir de P14 en adelante fueron cortados a un grosor de 35 µm y 

sus secciones almacenadas de manera seriada en placas multiwell con solución de 

criopreservación (3 vol de glicerol, 3 vol de etilenglicol, 4 vol de PB). El encéfalo fue 

cortado en su plano coronal, mientras que el cerebelo en su plano sagital. 

 

II.8.2. Tinción de Nissl  

Los cortes en solución de criopreservación fueron lavados en PB y montados en 

portaobjetos gelatinizados. Luego de mantenerlos a temperatura ambiente durante una hora 

para que se sequen, fueron colocados en un vaso de Coplin en donde se realizó el pasaje por 

las diferentes soluciones. Para la rehidratación de los cortes se realizaron dos pasajes en 

etanol 100%, dos pasajes en etanol 96%, un pasaje en etanol 70% y un pasaje por agua (3 

minutos cada uno). A continuación se sumergieron los vidrios en la solución de cresyl 

violeta (0.5 gr de Cresyl, 100 ml de acetato de sodio 0.1 M, pH 3.8) por un minuto y se 

aclaró la tinción en agua de canilla. Para la deshidratación de los cortes se realizó un pasaje 

por etanol 70% de 1 minuto, dos pasajes por etanol 96% y dos pasajes por etanol 100% de 

3 minutos cada uno, seguidos de tres pasajes de 3 minutos por xilol. A los vidrios se les 

agregó el cubreobjetos montándolo con el bálsamo sintético de Canadá (Biopack, Buenos 

Aires, Argentina). 

 

II.8.3. Inmunohistoquímica e Inmunofluorescencia 

Se realizaron diferentes técnicas inmunohistoquímicas y de inmunofluorescencia 

para conocer el estado inflamatorio (IBA-1) o para determinar la presencia de marcadores 

de activación neuronal (c-Fos). Estas técnicas se llevaron a cabo en cortes en suspensión 

(“free floating”) hasta que los cortes fueron montados en un portaobjetos gelatinizado. El 

tipo de montaje fue especifico de cada técnica y detallados a continuación.  
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II.8.3.1. c-Fos 

El gen c-FOS es un gen de expresión temprana que codifica para una proteína 

nuclear que lleva el mismo nombre. Para realizar esta inmunohistoquímica se lavaron los 

tejidos tres veces con PBS conteniendo 0.1% tritón X-100 (Tx) y se bloquearon las 

peroxidasas endógenas con una solución 1:60 de H2O2 en metanol durante 20 minutos. 

Luego se realizaron dos lavados con PBS-0.1% Tx, y las secciones se bloquearon durante 1 

hora con suero de burro 1% en PBS-0.1% Tx. Los cortes fueron incubados con el 

anticuerpo primario anti-c-Fos generado en conejo (dilución 1:1000, EMD Millipore, 

Burlington, MA, USA) durante toda la noche a temperatura ambiente y en agitación. Al 

otro día se lavaron las secciones con PBS-0.1% Tx y se incubaron con un anticuerpo 

secundario anti-conejo biotinilado (dilución 1:200, Jackson, West Grove, PA, USA) 

durante 2 horas. Se procedió a lavar nuevamente con PBS-0.1% Tx y luego dos veces con 

PB. Los cortes fueron incubados con el complejo avidina-biotina durante 2 horas 

(Laboratorio Vector, Burlingame, CA, USA ), lavados dos veces en PB y revelados 

mediante una solución conteniendo diaminobenzimida (0.25 ml 0.1M  DAB, 0.75 ml PB, 

10 µl H2O2, 7.5 µl ClNi). Por último se lavaron los cortes 3 veces con PB y fueron 

montados en un portaobjetos donde se permanecieron toda la noche secándose. A la 

mañana siguiente se realizó una contra-tinción de Nissl clarita, tal como se detalla en la 

sección II.8.2. 

 

II.8.3.2. IBA-1 

La molécula adaptadora de unión al calcio ionizado 1 (IBA1) es uno de los  

marcadores específicos de microglia y macrófagos más utilizados. Para cuantificar 

microglia se realizaron inmunofluorescencias anti-IBA-1. 

Los cortes fueron lavados tres veces con buffer fosfato salino (PBS) y luego 

incubados en buffer citrato (citrato de sodio 10 mM, Tween 20 0.05%, pH 6) en un baño a 

85 °C durante 20 minutos. A continuación se realizaron dos lavados en PBS y se procedió a 

realizar el bloqueo de uniones inespecíficas (suero de burro 1% en PBS-Tx 0.1%) por 60 

minutos. Se incubó al tejido con el anticuerpo primario anti-IBA1 generado en conejo 

(dilución 1:3000, WAKO, Osaka, Japón) durante dos noches en agitación y a 4 °C. 
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Trascurrido este tiempo se realizaron dos lavados con PBS-0.1% Tx y dos con PB. Se 

incubó con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Alexa 488 (dilución 1:200, 

Jackson, Baltimore, USA) durante 2 horas en oscuridad y agitación. Finalmente se 

realizaron dos lavados con PB y los tejidos fueron montados en portaobjetos. Una vez que 

los tejidos se secaron, se hidrataron en un vaso de coplin con PB y se montaron los 

cubreobjetos con solución de fluorescencia (13% Mowiol 4-88, 33% glicerol en Tris 0.2 M 

pH 8,5). 

 

 

II.8.4. Obtención de imágenes 

Los cortes en los que se realizó la tinción de Nissl o la inmunohistoquímica anti c-

Fos fueron fotografiados con una cámara Infinity 1 (Corporación Lumera, Ottawa, Canadá) 

incorporada a un microscopio CX31 (Olympus, Buenos Aires, Argentina). Las imágenes 

fueron tomadas utilizando el software Infinity Capture (Corporación Lumera, Ottawa, 

Canadá). 

 Por otro lado, las fotos de los preparados de la inmunofluorescencia anti IBA-1 

fueron obtenidas con el microscopio confocal Olympus FV300/BX61. Se utilizó una 

magnificación de 400x y se tomaron imágenes en el plano Z de 1 µm. Las mismas fueron 

analizadas con el software Olympus Fluoview viewer (Versión 04.01.02.02, Olympus Co).  

 

II.8.5. Análisis de las imágenes 

II.8.5.1. Parámetros morfométricos  

Se fotografiaron secciones sagitales de los lóbulos V, VI y VII del cerebelo de 

ratones de diferentes edades y sexo, teñidos con la tinción de Nissl (sección II.8.2). Se 

determinaron diferentes parámetros de interés en el lóbulo VII del cerebelo de ratón con el 

programa ImageJ (Versión 1.48, NIH, USA): área total del lóbulo VII, área de la capa 

granular y molecular, ancho de la capa molecular y tamaño de las células de Purkinje 

(CPs).  

Se calculó el ancho de la capa molecular trazando una línea recta medial al lóbulo 

que se extendió desde la capa de CPs hasta el final de la capa molecular (Figura II.15A). Se 
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determinó el área del lóbulo VII tranzando una línea en el perímetro del mismo (Figura 

II.15B). De la misma manera se calculó el área de la capa granular (Figura II.15C) y el de  

la sustancia blanca (Figura II.15D) correspondiente al lóbulo. Para calcular el área de la 

capa molecular, al área total se le restaron el área de la capa granular y el de la sustancia 

blanca. Estos parámetros se obtuvieron de fotografías en aumento 40X. En fotos en 

aumento 400X se midió el área de las CPs trazando el contorno de las mismas (Figura 

II.15F). Se realizaron entre 8 y 16 mediciones en cada animal, muestreando los 3 lados del 

lóbulo.  

Para calcular el valor de los parámetros por animal se realizó el promedio de 3-4 

secciones. Se utilizaron entre 4 y 6 animales machos por tratamiento, y entre 3 y 5 hembras 

por tratamiento.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.15. Fotografías del lóbulo VII del cerebelo. En A se indica en rojo la línea que representa 

el ancho de la capa molecular, en B se encuentra marcada la superficie total del lóbulo, mientras 

que en C y D se indican el área de la capa granular y de la sustancia blanca respectivamente (fotos 

tomadas con el objetivo 4x). En E la flecha marca una CP (fotografía con objetivo 10x). En D se 

delimitó en rojo la periferia de una CP para calcular su área (fotografía con objetivo 40x). 

 

II.8.5.2. Densidad de células de Purkinje 

Se definió la densidad de células de Purkinje (CPs) como el número de células 

contenidas en una línea virtual proyectada en la capa de Purkinje. La línea virtual se trazó 
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utilizando el programa ImageJ (Versión 1.48, NIH, USA) en una fotografía tomada con el 

objetivo 10X (Figura II.15E), mientras que el número CPs se contó con el objetivo de 40X 

(Figura II.15F). La densidad por lóbulo en cada animal se calculó como el promedio de 3 

secciones. Se utilizaron entre 3 y 5 animales por tratamiento 

 

II.8.5.3. Cuantificación de células c-Fos positivas 

Luego de realizar la innmunohistoquímica anti c-Fos y la contra-tinción de Nissl se 

contó manualmente el número de células c-Fos+ en secciones coronales del cerebro. Las 

regiones de interés fueron la corteza piriforme y el área tegmental ventral (VTA). La 

cuantificación de las células c-Fos+ se realizó en un aumento de 400x. 

Corteza piriforme. La cuantificación se llevó a cabo en la capa 2 de la corteza piriforme.  

Los cortes se clasificaron en anterior y posterior estableciendo el límite con la ayuda del 

atlas de ratón (Paxino y Franklin, 2014), como la última sección anterior en donde se puede 

identificar la rama posterior de la comisura anterior (0.26 mm del bregma). Se calculó la 

densidad de células c-Fos+ a partir del número de células y el volumen de la capa 2. Este 

último se determinó estableciendo el área con el programa Image J (Versión 1.48, NIH, 

USA) y multiplicándolo por el espesor del corte (35 µm). 

Área ventral tegmental. Para estudiar la VTA también realizamos una división anatómica 

discriminando entre la VTA anterior (comprendida entre -2.70 a -3.16 mm del bregma) y la 

VTA posterior (desde -3.16 hasta -3.40 mm del bregma). Se cuantificó el número de células 

c-Fos+ en entre 2 y 6 cortes por animal. Se utilizaron entre 6 y 9 animales por tratamiento.    

 

II.8.5.4. Cuantificación de células IBA-1 positivas 

Tal como se describió en la sección II.8.4 las fotografías de la inmunofluorescencia 

contra IBA-1 fueron tomadas en el microscopio confocal y analizadas con el programa Fiji 

Image J (Versión 1.48, NIH, USA). Para cada ratón se tomaron 3 fotografías del lóbulo VII 

del cerebelo que incluyeran tanto la capa molecular como la granular. Se clasificó a la 

microglia según su morfología (Kazlauskas et al., 2016): Tipo I, aquellas con procesos 

largos, finos y ramificados; Tipo II-III: células con procesos cortos y gruesos; Tipo IV: 

soma redondo y procesos ausentes. La microglia con morfología Tipo I es la que se 
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encuentra en estado de reposo, mientras que la Tipo IV tiene forma ameboidea y un grado 

activación máximo (Kreutzberg, 1996) (Figura II.16).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.16. Diferente morfología de la microglia según su grado de activación (Kreutzberg, 

1996). 

 

A partir de la clasificación de las células pudimos calcular el porcentaje de células y 

la densidad celular. Además, realizando un Z-stack con intensidad máxima se realizó un 

análisis de Sholl (Norris et al., 2014), utilizando la herramienta del programa Fiji (Ferreira 

et al., 2014). Este análisis nos permitió estimar el grado de ramificación de la microglia. 

Adicionalmente medimos en las imágenes el área del soma, el radio mayor de la célula 

(definida como la distancia desde el centro del soma al extremo de la proyección más 

alejada), el radio mayor y el radio menor del soma (Figura II.17). Se calculó el coeficiente 

de esfericidad del soma como el cociente entre el radio mayor y el radio menor. 
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Figura II.17. Diferentes variables medidas en la microglia. En A se encuentra el área, en B y en C 

el radio mayor y el radio menor del soma, respectivamente. En D se muestra el análisis de Sholl 

realizado para calcular el número de ramificaciones (intersecciones) y la línea recta representa el 

radio utilizado para hacer el análisis (radio Sholl). 

 

II.8.6 Análisis de los niveles de catecolaminas mediante HPLC 

 Se sacrificaron los animales por dislocación cervical, y su cerebro fue extraído. Se 

recolectó la corteza piriforme, la cual fue rápidamente congelada y mantenida a -80 ºC. El 

tejido fue homogeneizado en 1 ml de ácido perclórico 0.3 M, y sometido a una 

centrifugación refrigerada a 4 ºC durante 15 minutos a 3000g. Se cuantificaron los niveles 

de Dopamina (DA), su metabolito (DOPAC; ácido 3,4-dihidroxifenilacético), Serotonina 

(5-HT) y su respectivo metabolito (5-HIAA; ácido 5-hidroxindolacético). Las 

determinaciones se relizaron mediante cromatografía liquida de alta resolución acoplada a 

detección electroquímica. Se utilizó la columna de HPLC Phenomenex Luna 5 μm, C18, de 

250 mm × 4,60 mm (Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.) y el detector electroquímico 

LC-4C con electrodo de carbono vitreo. El electrodo de trabajo se fijó en + 0.65 V en 

relación a un electrodo de referencia de Ag / AgCl. La fase móvil contenía NaH2PO4 0.76 

M, EDTA 0.5 mM, Ácido 1-octanosulfónico 1.2 mM y acetonitrilo al 5%; ajustándose el 
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pH a 3.0. La concentración de catecolaminas se relativizó con la masa de proteínas totales, 

las cuales fueron determinadas con el espectrofotómetro Nano Drop 1000 (Thermo 

Scientific). 

 

II.8.7 Análisis estadístico 

Se utilizaron diferentes pruebas estadísticas según el caso, detalladas en cada uno de 

los resultados. Se realizaron comparaciones que requirieron realizar la prueba t de Student 

entre muestras independientes, y en otros casos la prueba de t pareada. Cuando se utilizaron 

estas pruebas se verificó el cumplimiento de homocedasticidad con la Prueba F de igualdad 

de varianza y el cumplimiento de normalidad con la prueba de Shapiro-Wilks.  

En los ensayos comportamentales en donde se utilizaron más de dos animales 

provenientes de la misma camada en la misma jaula, se utilizó un modelo lineal y mixto 

con modelado de la varianza. En estos casos se incluyó a la madre (camada) de la cual 

provenía cada ratón y al ratón como factores aleatorios. 

 Para el análisis del ensayo de habituación/deshabituación olfativa se realizó un 

modelo lineal general y mixto para cada uno de los olores presentados. En este caso se 

tomaron a los ratones como factores aleatorios.  

 En el resto de los análisis se utilizó un sólo animal proveniente de cada camada, por 

lo que fueron analizados mediante ANOVA de uno o dos factores o de medidas repetidas, 

según el caso. Los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad se verificaron a 

través de las pruebas de Levene y de Shapiro-Wilks, respectivamente. 

En caso de hallar algún efecto principal o interacción entre los factores, se  utilizó el 

test post-hoc LSD de Fisher para detectar diferencias significativas entre los grupos.  

En el caso específico de la variable sobresalto acústico, donde se registró si apareció 

el reflejo o no, se realizó una prueba de chi-cuadrado para realizar las comparaciones 

pertinentes.  

En todos los casos se asumió la significancia estadística cuando p < 0.05. 
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Los datos fueron analizados con el paquete estadístico InfoStat versión 2008 

(versión 2008, Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina). 

  



                                                                                                                           
 

75 

Capítulo III. Caracterización del cerebelo en el modelo 

VPA 
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III.1. Punto de inicio 

Como mencionamos en la sección I.5.1, existen muchos laboratorios que utilizan al 

modelo VPA como un modelo de autismo en ratón. La principal característica por la que se 

lo elige es que los animales expuestos prenatalmente a VPA presentan bajos niveles de 

sociabilidad en la adultez y esto le brinda al modelo validez aparente, ya que recapitula el 

principal síntoma diagnóstico de los pacientes con DEA, que es la alteración en la 

sociabilidad. Además de este fenotipo, el modelo que utilizamos en nuestro laboratorio 

también presenta fenotipos asociados a comportamientos repetitivos y a las comorbilidades 

observadas en el DEA, como la ansiedad y la depresión (Lucchina & Depino, 2013, 

Campolongo et al., 2018). 

La neuropatología del autismo presenta una gran variedad de regiones cerebrales 

involucradas, lo cual hace más complejo el estudio de este desorden. Una de las estructuras 

más afectadas es el cerebelo, en donde se ha reportado la pérdida de células de Purkinje  

(CPs) (Bauman & Kemper, 1985, Bailey et al., 1998, Allen et al., 2005). Esta alteración 

también ha sido recapitulada en el modelo animal de autismo asociado a la activación 

inmune materna (MIA), en donde los ratones expuestos prenatalmente a PolyI:C 

presentaron una menor densidad de CPs en el lóbulo VII cerebelar, CPs localizadas 

heterotópicamente, y un retraso en la migración de las células granulares del lóbulo VI/VII 

(Shi et al., 2009). Ésta no es la única alteración asociada a este tipo celular, ya que Fatemi 

et al. (2002) reportaron que los pacientes con DEA presentaban un menor tamaño de CPs, 

por lo que este tipo celular parecería tener un rol clave en el desorden. Otra alteración 

estructural observada en los pacientes con autismo es la hipoplasia en diferentes lóbulos, en 

particular el lóbulo VII (Courchesne et al., 1988, Kaufmann et al., 2003). En base a estos 

antecedentes decidimos estudiar si estas alteraciones estructurales podrían ser la base 

neurobiológica subyacente al déficit de sociabilidad observado en el modelo VPA. 

El objetivo de este capítulo fue estudiar la estructura del lóbulo VII en ratones con 

distintos niveles de sociabilidad, investigando particularmente las alteraciones cerebelares 

observadas en la neuropatología del autismo. 
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III.2. Diseño experimental 

 Para generar el modelo VPA se obtuvieron las crias machos y hembras VPA o SAL 

según la descripción de la sección II.1.2 de Materiales y Métodos. A estos animales los 

llamamos ratones F1-VPA o F1-SAL según el tratamiento prenatal recibido. Se utilizaron 

crías hembras y machos F1-VPA o su control, las cuales fueron sacrificadas a diferentes 

edades, su cerebelo fue extraído, y se determinó la densidad de CPs en los lóbulos V, VI y 

VII (Figura III.1). Por otro lado, se cuantificó en animales adultos el área del lóbulo VII, el 

tamaño de las CPs y el ancho de la capa molecular.  

 

Figura III.1. Esquema del diseño experimental general. Se sacrificaron animales de la F1-VPA o 

F1-SAL en diferentes edades postnatales y en la adultez para determinar la densidad de las CPs de 

los lóbulos V, VI, y VII. Adicionalmente se determinaron en animales adultos el ancho de la capa 

molecular, el área y el tamaño de las CPs del lóbulo VII. 

 

III.3. Resultados 

 

III.3.1. Densidad de células de Purkinje en animales del modelo VPA 

En la Figura III.2 podemos observar la densidad de CPs de las hembras en las 

diferentes edades postnatales analizadas. El análisis estadístico no mostró diferencias 

significativas entre las hembras F1-VPA y sus controles (Figura III.2; Tabla III.1). 
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Figura III.2. Densidad de CP en las hembras durante el periodo postnatal. No se observaron 

diferencias en los lóbulos V, VI y VII. N, se indica en las barras. Se grafica la media + E.E. 

 

    Hembras   

Edad Lóbulo V Lóbulo VI Lóbulo VII 

P7 F(1,7)= 0.23 p= 0.6473 F(1,7)= 0.15 p= 0.7100 F(1,8)=0.41 p= 0.5418 

P14 F(1,7)= 0.0067 p= 0.9800  F(1,8)= 0.29 p= 0.6060 F(1,8)= 0.06  p= 0.8177 

P21 F(1,7)= 0.12 p= 0.7369 F(1,7)= 2.19 p= 0.1821 F(1,7)= 0.70 p= 0.4295 

P28 F(1,7)= 0.00067 p= 0.9800 F(1,8)= 0.29 p= 0.6060 F(1,8)= 0.06 p= 0.8177 

P35 F(1,6)= 2.04 p= 0.2030 F(1,7)= 1.82 p= 0.2190 F(1,7)= 0.42 p= 0.5381 

P42 F(1,6)= 0.21 p= 0.6639 F(1,6)= 3.65 p= 0.1048 F(1,6)= 0.13 p= 0.7277 

P60 

(Adultez) F(1,6)= 0.07 p= 0.7981 F(1,6)= 0.20 p= 0.6727 F(1,6)= 0.0041 p= 0.9845 

 

Tabla III.1. Análisis estadístico de la densidad de células de Purkinje en el desarrollo 

postnatal y adultez de las hembras. 
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Por otro lado, en los machos se registró una disminución en la densidad de CPs en 

P14 en los lóbulos V y VI. Llamativamente, en P21 se observó un nivel aumentado de CPs 

en los lóbulos V y VII (Figura III.3, Tabla III.2).  
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Figura III.3. Densidad de CPs en los machos de edades postnatales P14, P21 y P28. Se observó 

una reducción en la densidad de CPs en los lóbulos V y VI en P14 para los animals F1-VPA (A). En 

P21 se registró un nivel aumentado de CPs en los lóbulos V y VII para los animales F1-VPA (B). 

No se observaron diferencias entre los grupos en P28 (C). N, se indica en las barras. ANOVA de un 

factor: letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05). Se grafica la media + E.E. 

 

    Machos   

Edad Lóbulo V Lóbulo VI Lóbulo VII 

P14 F(1,8)= 5.74 p= 0.0434 F(1,8)= 11.82 p= 0.0089 F(1,6)= 0.11 p= 0.7492 

P21 F(1,7)= 9.04 p= 0.0197 F(1,6)= 1.53 p= 0.2566 F(1,7)= 5.65 p= 0.0491 

P28 F(1,7)= 1.46 p= 0.2699 F(1,7)= 0.0012 p= 0.9101 F( 1,7)= 0.90 p= 0.3751 

P60 

(Adultez) F(1,7)= 3.40 p= 0.1076 F(1,7)= 0.28 p= 0.6117 F(1,7)= 0.79 p= 0.4040 

 

Tabla III.2. Análisis estadístico de la densidad de células de Purkinje en los días P14, P21, P28 

y adultez de los machos. ANOVA de un factor. En negrita se indican las diferencias significativas 

(p <0.05). 

 

En los animales adultos no se registraron diferencias en la densidad de CPs en 

ninguno de los lóbulos analizados, independientemente del sexo de los animales (Figura 

III.4, Tablas III.1 y III.2). 
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Figura III.4. Densidad de CPs en los lóbulos V, VI y VII en machos y hembras adultos. No se 

observaron diferencias en la densidad de CPs en los lóbulos analizados en machos (A) ni en 

hembras (B). N, se indica en las barras. ANOVA de un factor. Se grafica la media + E.E. 

 

 

 

III.3.2. Parámetros morfométricos en ratones adultos del modelo VPA 

Dado que en los pacientes con autismo se ha reportado una disminución del 

volumen del lóbulo VII y en el tamaño de las CPs (Fatemi et al., 2002, Kaufmann et al., 

2003), se analizaron diferentes parámetros morfométricos en el lóbulo VII de ratones 

adultos de la F1-VPA y F1-SAL (Figura III.5). Observamos que no hay diferencias 

significativas en el ancho de la capa molecular, en el área del lóbulo VII ni en el tamaño de 

las CPs cerebelares (Figura III.6; Tabla III.3) 
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Figura III.5. Aspecto morfológico del cerebelo de ratones del modelo VPA. Fotografías 

representativas de corte sagital del cerebelo del ratón (4X). En las fotografías se indica el lóbulo VII 

de las hembras F1-VPA (C) y su control (A), así como el de los machos F1-VPA (D) y su 

respectivo control (B). 
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Figura III.6. Parámetros morfométricos del lóbulo VII cerebelar en machos y hembras 

adultos. No se registraron diferencias en el ancho de la capa molecular (A y D), en el área del 

lóbulo VII (B y E), ni el tamaño de las CPs (C y F) en los animales analizados. N, en las barras. Se 

grafica la media + E.E.  

 

  Machos Hembras  

Ancho de CM F(1, 9)= 0.77 p= 0.4025 F(1, 6)= 3.69 p= 0.1033 

Tamaño del Lóbulo VII F(1, 8)= 0.16 p= 0.6970 F(1, 6)= 0.61 p= 0.4647 

Tamaño de CP F(1, 8)= 3.80 p= 0.0872 F(1, 7)= 0.00049 p= 0.9946 

 

Tabla III.3. Análisis estadístico de los parámetros morfométricos del lóbulo VII. CM: Capa 

molecular, CP: Célula de Purkinje. 

 

 

 

 

 



                                                                                                                           
 

83 

III.3.3. El cerebelo y el circuito de la recompensa en el modelo VPA: 

Cuantificación de las células c-Fos-positivas en el área tegmental ventral 

  

El cerebelo ha sido ampliamente estudiado en cuanto a su rol en la coordinación 

motora, sin embargo cada vez hay más evidencia que sugiere que esta estructura también 

puede estar involucrada en funciones no motoras (Rapoport et al., 2000). 

 En el trabajo reciente de Carta et al. (2019) estudiaron la relación estructural y 

funcional entre el cerebelo y el circuito de la recompensa, el cual está relacionado con el 

comportamiento social. Las proyecciones dopaminérgicas que llegan al área tegmental 

ventral (VTA) son una de las principales vías por las cuales el cerebro controla el circuito 

de la recompensa. Hasta hace poco estaba descripto que las únicas vías por las cuales el 

cerebelo podía modular a la VTA eran indirectas. En este nuevo trabajo los autores 

proponen y demuestran que existe una vía directa entre el cerebelo y la VTA, la cual 

permite la modulación de la sociabilidad y el circuito de la recompensa.  

 Teniendo en cuenta estos resultados decidimos evaluar la activación del VTA en los 

animales del modelo VPA. Para esto se realizó la inmunohistoquímica para detectar c-Fos, 

un gen de respuesta temprana cuya expresión aumenta con la actividad neuronal, en los 

cortes de ratones de la F1-VPA y sus controles. Para ello, se montaron los cortes y se 

identificaron aquellos que presentaban la VTA anterior y la VTA posterior utilizando el 

Atlas (Paxinos & Franklin, 2004). Luego se cuantificaron las células c-Fos-positivas en la 

VTA de los machos adultos del modelo. En la Figura III.7 podemos observar una tendencia 

a un aumento en la densidad de células c-Fos-positivas en la VTA posterior, aunque este no 

es estadísticamente significativo [F(1, 11)= 1.72 p= 0.2159]. Por otro lado, no se 

observaron diferencias en la densidad de células c-Fos-positivas en la VTA anterior [F(1, 

13)= 0.14 p= 0.7109] (Figura III.7). 

 

 



                                                                                                                           
 

84 

VTA Anterior

0

5

10

15

20

9 6

D
e
n
s
id

a
d
 c

-F
O

S
+

 (
c
é
lu

la
s
/m

m
)

VTA Posterior

0

1

2

3

9 4

F1-SAL

F1-VPA

Figura III.7. Densidad de células c-Fos+ en la VTA anterior y posterior de ratones del modelo 

VPA. No se observaron diferencias en la densidad c-Fos+ en la VTA anterior o posterior de ratones 

VPA respecto de su control.  

 

III.4. Conclusiones y discusión 

  

Debido a que el modelo VPA es capaz de recapitular el déficit de sociabilidad 

observado en pacientes con DEA, nuestro interés en este capítulo fue determinar si alguna 

de las alteraciones estructurales del cerebelo frecuentemente observadas en los individuos 

con DEA también se encontraban presentes en este modelo. En un trabajo previo del grupo 

se observaron signos de neuroinflamación cerebelar crónica (Lucchina & Depino, 2013), un 

fenómeno que también se observa en los pacientes con DEA (Vargas et al., 2005). En base 

a dichos antecedentes, nos resultó interesante analizar qué otras alteraciones cerebelares 

estaban presentes en el modelo.  

 Las CPs son neuronas excitatorias de gran tamaño, que presentan cerca de 200000 

sinapsis y una gran demanda metabólica. Kern (2003) propone que estas características 

hacen que las CPs sean más susceptibles que otras células a sufrir eventos de muerte por 

isquemia o por la toxicidad generada por la sobreactivación de receptores excitatorios. Los 

precursores neuronales de las CPs son los primeros tipos celulares de la corteza cerebelosa 

que se generan, observándose entre el DG13 y el DG15 en los roedores (Carletti & Rossi, 

2008). Luego se dividen mitóticamente y migran entre el DG13 y el DG17, a través de las 

fibras gliales hasta su localización final. Las hipótesis que explican la relación entre la 

pérdida en las CPs y su efecto sobre el funcionamiento del cerebelo son variables. Algunos 
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autores sugieren que las alteraciones en la función cerebelar son consecuencia de que ante 

una eventual pérdida de las CPs, las CPs sobrevivientes podrían presentar multi-

inervaciones por parte de las fibras trepadoras provenientes de la oliva inferior (Hampson 

& Blatt, 2015). Otros autores han encontrado que las CPs remanentes en los hemisferios 

cerebelares tienen menores niveles de mRNA GAD67, lo que sugeriría una alteración en la 

conectividad funcional entre esta región y los núcleos profundos del cerebelo (Yip et al., 

2017). Por otro lado, autores como Shi et al. (2009) reportaron una reducción en las CPs en 

el lobúlo VII del cerebelo de ratones adultos utilizando el modelo de MIA. Ellos proponen 

que el tratamiento prenatal de las hembras preñadas con PolyI:C puede derivar en un 

aumento de las citoquinas que altere la migración de estas células y que afecte a la 

proliferación de los precursores de las CPs. Al igual que en el modelo de MIA, para generar 

el modelo VPA inyectamos a las hembras en el DG12.5, por lo que esto coincide con la 

ventana en la que los precursores de las CPs se están generando.  

En nuestro modelo no hemos observado que los animales adultos mostraran una 

menor densidad de CPs en el lobúlo VII, sin embargo al analizar diferentes edades del 

periodo postnatal pudimos observar que hay alteraciones en la densidad de estas células en 

los machos. Es interesante notar que el desarrollo de las CPs continúa durante las primeras 

tres semanas postnatales, cuando las células de Purkinje establecen sus conexiones 

neuronales y dendríticas (Sotelo & Dusart, 2009), por lo que proponemos que si bien no 

observamos una menor densidad de CPs en los machos adultos, las alteraciones observadas 

en P14 y P21 podrían estar afectando el normal establecimiento de las sinapsis. En línea 

con esta idea, es interesante señalar que en nuestro modelo las hembras adultas F1-VPA 

(que no presentan alteraciones en la densidad de CPs en el periodo postnatal) no muestran 

una reducción en la sociabilidad, mientras que los machos adultos F1-VPA están menos 

tiempo oliendo a otro macho en el ensayo de interacción social (Kazlauskas et al., 2019).  

 En el trabajo de Al Sagheer et al. (2018) se describieron alteraciones motoras en el 

modelo VPA y también se cuantificó la densidad de CPs cerebelar. Al igual que en lo 

reportado en nuestro trabajo, ellos no observaron diferencias en la cantidad de CPs en el 

lóbulo VII (región del vermis cerebelar). Pero reportaron que los animales machos adultos 

presentaban una reducción del 28% en la densidad de CPs en la región Crus I y una 
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tendencia a presentar el mismo efecto en las hembras. También reportaron un efecto similar 

en la región Crus II en hembras, pero no en los machos. Tanto las regiones Crus I como la 

Crus II son sublóbulos del hemisferio cerebelar que se encuentran circundantes al lóbulo 

VII vermal. Estos autores sugieren que la reducción de CPs en la región Crus I correlaciona 

con la disminución de la interacción social en machos. Adicionalmente, Stoodley et al. 

(2012) caracterizaron que el rol de este sublóbulo estaba vinculado a la comunicación y al 

habla en humanos. Si bien en nuestros resultados no observamos una disminución de CPs 

en los lóbulos elegidos, sería interesante analizar la región Crus I en los machos y Crus II 

de las hembras en nuestro modelo con el fin de determinar si también presentan 

alteraciones en estas regiones. 

 Los lóbulos VI y VII son conocidos como el vermis oculomotor, debido a su 

función asociada al movimiento de los ojos. Pierce & Courchesne (2001) fueron de los 

primeros en describir la relación entre la hipoplasia vermal del lóbulo VI/VII con la 

exploración visual-espacial. Estos lóbulos controlan los movimientos sacádicos de los ojos 

y el movimiento de la cabeza, los cuales son esenciales en la exploración del entorno 

(Godschalk et al., 1994). Sin embargo, estudios de neuroimágenes sugieren que el cerebelo 

no está vinculado solamente con funciones de coordinación motora, sino que también 

participa en funciones cognitivas (Leiner et  al., 1993). Estudios más recientes en modelos 

animales han propuesto que incluso participa en la regulación de las emociones y la 

interacción social (Carta et al., 2019). Esa asociación entre la anatomía del cerebelo y la 

sociabilidad también fue reportada en modelos animales de autismo por DeLorey et al. 

(2008). En este trabajo los autores utilizaron un mutante para el receptor β3 de GABAA, el 

cual presentaba una disminución en los niveles de sociabilidad y una marcada hipoplasia en 

la zona del vermis del lóbulo II al VII inclusive. En nuestro trabajo no encontramos 

alteraciones en el área del lóbulo VII, ni en machos ni en hembras adultos. Tampoco 

encontramos diferencias en el ancho de la capa molecular o el tamaño de las CPs del lóbulo 

VII, por lo que descartamos que la reducción en la sociabilidad observada en nuestro 

modelo esté asociada a este tipo de alteraciones estructurales.  

 Dada la descripción reciente de una conexión directa entre el cerebelo y los circuitos 

de recompensa (Carta et al., 2019), nos pareció relevante evaluar alteraciones en los niveles 
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de actividad neuronal en el VTA, que es la estructura que recibe inervación directa 

cerebelar. Según nuestro conocimiento, hay un solo trabajo que ha estudiado el circuito de 

recompensa en el modelo VPA (Schiavi et al., 2019). En dicho trabajo buscaron determinar 

si la disminución en la sociabilidad observada en ratas expuesta prenatalmente a VPA se 

debía a una alteración en el procesamiento de la recompensa social o si el problema estaba 

dado por la incapacidad de responder a los estímulos sociales. Ellos encontraron que los 

animales mostraron bajos niveles de sociabilidad en el ensayo de interacción social, junto 

con niveles alterados del receptor de dopamina en el Núcleo Acumbens. Además, al evaluar  

la respuesta de los animales en tres ensayos que revelan alteraciones en los circuitos de 

recompensa (la respuesta locomotora ante la administración de anfetaminas, la respuesta en 

el ensayo de preferencia a sacarosa y la respuesta ante un condicionamiento de preferencia 

social), observaron que los animales no mostraban diferencias respecto del control. En base 

a estos resultados concluyeron que las alteraciones en la sociabilidad de los animales no 

está vinculada a la incapacidad de experimentar el placer de la interacción social, sino más 

bien a aspectos cognitivos como la poca capacidad de adaptarse a los cambios en el 

contexto social. Estos resultados van en el mismo sentido de nuestra observación sobre los 

niveles de actividad basal de la VTA en los animales del modelo VPA, es decir, los 

animales no parecerían presentar alteraciones en esta región perteneciente al circuito de la 

recompensa. Sin embargo, son necesarios más estudios para poder concluir sobre el 

correcto funcionamiento del circuito en su totalidad. En particular, sería interesante estudiar 

los niveles de activación del VTA frente a la exposición a un estímulo social. 

 En resumen, nuestros resultados indican que los animales VPA presentan 

alteraciones en la densidad de CPs durante el periodo postnatal, pero que estas no persisten 

hasta la adultez. Adicionalmente, la reducción de la sociabilidad en nuestro modelo no está 

acompañada por alteraciones en el tamaño lobular, el ancho de la capa molecular del lóbulo 

VII, o en el tamaño de las CPs presentes en el mismo, que sí se observan en algunos 

cerebros postmortem de individuos con DEA. Nuestros resultados también sugieren que no 

hay alteraciones en regiones claves del circuito de la recompensa como la VTA en este 

modelo. 
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 Si bien la mayor parte de este análisis del cerebelo de animales VPA arrojó 

resultados negativos, los mismos fueron muy relevantes para descartar alteraciones en esta 

estructura en condiciones donde observamos cambios en la activación glial, y por ello 

fueron incluídos en dos publicaciones: 

Kazlauskas, N., Campolongo, M., Lucchina, L., Zappala, C., Depino, A.M. (2016). 

Postnatal behavioral and inflammatory alterations in female pups prenatally exposed to 

valproic acid. Psychoneuroendocrinology, 72, 11–21.  

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, 

110:104441. 
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Capitulo IV. Rol de la neuroinflamación del lóbulo 

VI/VII cerebelar en la sociabilidad 
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IV.1. Punto de inicio     

Como ya mencionamos, diferentes estudios en la clínica sugieren que existe una 

relación entre el estado inflamatorio exacerbado y el autismo. Las causas que subyacen a 

esta respuesta exacerbada están relacionadas con alteraciones en el funcionamiento del 

sistema inmune (Vargas et al., 2005, Li et al., 2009, Tetreault et al., 2012, Kern et al., 

2016). Además, sabemos que ciertas regiones del cerebro (en particular el cerebelo) de 

pacientes con autismo muestran signos de neuroinflamación crónica (Vargas et al., 2005). 

Nuestro grupo ha descripto que existe una relación funcional entre la neuroinflamación 

cerebelar y la sociabilidad (Lucchina & Depino, 2013). Se reportó que la inyección 

estereotáxica de LPS en el lóbulo VI/VII del cerebelo de ratones genera una disminución en 

la interacción social. En este trabajo, nos preguntamos si con un tratamiento previo con 

anti-inflamatorios sistémicos se puede impedir que se manifieste el efecto del LPS sobre la 

conducta. Además, buscamos discernir entre posibles mecanismos de acción del agente 

inflamatorio sobre el tejido nervioso y evaluar el rol de la microglia en los mismos.    

      El objetivo general de este capítulo fue identificar los mecanismos mediante los 

cuales la neuroinflamación en el lóbulo VI/VII del cerebelo genera una reducción en la 

sociabilidad. 

 

IV.2. Diseño experimental 

Elegimos el ensayo de interacción social para determinar los niveles de sociabilidad 

en los ratones. El mismo presentó dos etapas: la primera fue una habituación, en la cual el 

ratón recorrió una arena experimental con la posibilidad de visitar dos cámaras que 

contienen dos cilindros vacíos. En la segunda etapa, se colocó en uno de los cilindros un 

ratón (estímulo social) o en el otro un objeto. Se registró el tiempo que el ratón olió cada 

uno de los cilindros en ambas etapas. La etapa de habituación nos permitió determinar si el 

animal presentaba preferencia por alguno de los lados antes de colocar el estímulo social y 

el objeto en los cilindros. La siguiente etapa nos brindó información sobre los niveles de 

sociabilidad de los animales.   
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En este experimento trabajamos con ratones naive machos adultos de la cepa CF1. 

El diseño experimental que utilizamos comenzó con la realización de un ensayo de 

interacción social (ensayo de interacción “social inicial”, para diferenciarlo de otro ensayo 

posterior) (Figura IV.1). La cepa CF1 es exocriada y presenta gran variabilidad en cuanto al 

tiempo que huelen un estímulo social, por ello establecimos un criterio para incluir a los 

animales en el experimento: solamente elegimos a los ratones que mostraron niveles de 

sociabilidad altos en el ensayo “social inicial”. Así, el criterio de inclusión fue que hubiesen 

olido el estímulo social por más de 70 segundos y que hubiesen explorado poco tiempo el 

estímulo no social. Por otro lado, se excluyeron los animales que habían olido el lado social 

más de 200 segundos, para mantener los grupos homogéneos.  

Seis días más tarde del ensayo de interacción social inicial realizamos una inyección 

estereotáxica de LPS o salina (SAL) en el lóbulo VI/VII del cerebelo (una hora antes 

realizamos una inyección intraperitoneal de SAL). A estos grupos los llamamos  SAL-LPS 

y SAL-SAL respectivamente. La inyección la realizamos en esta zona basados en 

antecedentes que indican que este lóbulo está implicado en la conducta social en ratones 

(Shi et al., 2009, Lucchina & Depino, 2013, Al Sagheer et al., 2018). Con el fin de conocer 

el mecanismo de acción por el cual la inyección de LPS cerebelar genera la reducción en la 

sociabilidad, se inyectaron los animales de manera intraperitoneal con ibuprofeno (IBU) o 

dexametasona (DEXA) una hora antes de la inyección estereotáxica de LPS o SAL. A estos 

grupos los llamamos IBU-LPS, IBU-SAL, DEXA-LPS y DEXA-SAL. Estos dos anti-

inflamatorios fueron elegidos porque actúan a través de diferentes mecanismos moleculares 

(Teeling et al., 2010).  

Luego de que los animales se recuperaron de la anestesia, fueron devueltos a su 

jaula y a la sala del comportamiento del Bioterio Central. Transcurridas las 24 horas de la 

operación, evaluamos en un segundo ensayo la sociabilidad de los animales (este nuevo 

ensayo lo llamamos “social post-inyección”).  

 Dos horas después de evaluar la interacción social post-inyección los animales 

fueron perfundidos y sus cerebelos fueron extraídos, congelados y cortados. Se realizó la 

tinción de Nissl en cortes seriados y se confirmó la correcta inyección en el lóbulo VI/VII. 
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Los animales que no recibieron la inyección estereotáxica en el sitio de interés fueron 

descartados del experimento.   

Cabe aclarar que en nuestro laboratorio se demostró que el hecho de exponer a los 

ratones a un test de interacción social y repetirlo a la otra semana no genera cambios en el 

tiempo absoluto o relativo que el animal pasa explorando al estímulo social o en su 

locomoción (y esto también se puede verificar en el grupo SAL-SAL).  

 

 

Figura IV.1. Diseño experimental utilizado. Utilizamos ratones naive machos adultos de la cepa 

CF1. Se realizó un test de interacción social (SI) para determinar la sociabilidad basal de los 

animales (ensayo social inicial) y se seleccionó a los animales sociables. Seis días después se 

realizó una inyección estereotáxica intra-cerebelar en el lóbulo VI/VII de LPS o SAL. Según el 

grupo experimental asignado los animales recibieron una inyección intraperitoneal de SAL, IBU o 

DEXA 1 hora antes de la inyección estereotáxica en el cerebelo. Se evaluaron los niveles de 

sociabilidad 24 horas después de la operación (ensayo social post-inyección).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
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IV.3. Resultados 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

IV.3.1. Efecto del tratamiento sistémico con drogas anti-inflamatorias 

sobre la sociabilidad en animales inyectados con LPS en el lóbulo VI/VII 

del cerebelo. 

En la Figura IV.2 observamos la respuesta de los animales durante los dos ensayos: 

el ensayo social inicial y ensayo social post-inyección. Reportamos las dos etapas del test: 

la exploración de los animales en la etapa de habituación (tiempo oliendo el cilindro de los 

lados izquierdo y derecho), y el tiempo oliendo el cilindro conteniendo el estímulo social 

(lado social) y el que contenía el objeto (lado no social). 

Los animales inyectados con LPS olieron menos tiempo el lado social en el ensayo 

post-inyección respecto al ensayo social inicial [t(4)= 3.94 p= 0.017]. También registramos 

una reducción en el tiempo que huelen el lado no social [t(4)=3.94 p= 0.0408] (Figura 

IV.2B). Estos resultados confirman los reportados en el trabajo de Lucchina & Depino 

(2013), en cuanto a que la inyección de LPS en el lóbulo VI/VII disminuye los niveles de 

sociabilidad. Sin embargo, los niveles de exploración en la etapa de habituación fueron 

similares a los del social inicial, indicando que los resultados obtenidos no se deben a una 

disminución generalizada en la exploración causada por el LPS. 

Por otro lado, en el grupo SAL-SAL no se observaron diferencias en el tiempo 

oliendo el lado social [t(4)= 0.20 p= 0.8506] o el lado no social luego de la inyección 

estereotáxica de salina [t(4)= 0.17 p= 0.8755] (Figura IV.2A). Esto nos indica que la 

pequeña lesión que genera el capilar per se, o el hecho de haber atravesado la operación, no 

afectan los niveles de sociabilidad de los animales. 
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Figura IV.2. Efecto del tratamiento sistémico con drogas anti-inflamatorias sobre la 

sociabilidad en animales inyectados con SAL o LPS en el lóbulo VI/VII del cerebelo. La 

inyección de LPS intra-cerebelar reduce los niveles sociabilidad (B). El pretratamiento con 

ibuprofeno bloquea parcialmente este efecto (D), mientras que el pretratamiento con dexametasona 

lo hace totalmente (F). No se observan efectos del ibuprofeno, la dexametasona o la inyección por sí 

mismos en los niveles de sociabilidad (A, C y E). N, en cada barra. Prueba de t-pareada # p<0.05. 

Se grafica la media + E.E. 
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Para evaluar por cuáles mecanismos de acción el LPS podría desencadenar cambios 

en la sociabilidad, decidimos analizar el efecto de dos anti-inflamatorios distintos. Como 

mencionamos, estos agentes tienen diferentes blancos moleculares y fueron administrados 

una hora antes de la inyección estereotáxica.    

En la Figura IV.2D observamos que el efecto esperado por la inyección de LPS 

puede ser evitado parcialmente con la administración sistémica de ibuprofeno una hora 

antes. En el grupo IBU-LPS no encontramos diferencias significativas en el tiempo oliendo 

el lado social post-inyección y el tiempo registrado en el lado social la semana anterior 

[t(4)= 2.53 p= 0.0645], sin embargo hay que mencionar que hay un tendencia marcada a 

que la exploración del estímulo social sea menor (Figura IV.2D). En base a este resultado, 

concluimos que el ibuprofeno estaría impidiendo que se manifieste el efecto del LPS sobre 

la sociabilidad de manera parcial. 

 Por otro lado, los animales tratados con dexametasona una hora antes de la 

inyección con LPS mostraron tiempos de exploración post-inyección muy parecidos a los 

observado en el test de interacción inicial [t(4)= -0.18 p= 0.8638]. La administración previa 

de dexametasona estaría impidiendo por completo el efecto del LPS sobre la conducta 

(Figura IV.2F). Un efecto llamativo e inesperado que registramos es que los animales 

tratados con DEXA olieron menos tiempo el lado no social en el ensayo post-inyección 

(Figura IV.2F y IV.2E). Como veremos más adelante, los niveles de exploración del grupo 

DEXA-SAL y DEXA-LPS no muestran diferencias en el tiempo total de exploración entre 

el social inicial y el post-inyección (Figura IV.3), por lo que el hecho que los animales 

hayan olido menos tiempo el lado no social en el ensayo post-inyección no cambia nuestra 

interpretación sobre el efecto de la dexametasona sobre la sociabilidad observada en el 

grupo DEXA-LPS. Suponemos que esta disminución en el tiempo oliendo el lado no social 

puede ser consecuencia de que los animales hayan presentado mucho menos interés por el 

lado no social en el ensayo post-inyección respecto del social inicial. Si bien este efecto 

debe ser estudiado en más detalle, consideramos que el mismo no cambia la interpretación 

de los resultados en cuanto a la sociabilidad de los animales (tiempo oliendo el lado social), 

ya que este efecto se observa en ambos grupos experimentales. Además podemos 

consideramos que el hecho de que los animales pasen menos tiempo en el lado no social no 
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quiere decir que estén fozados a estar más tiempo en el lado social, ya que pueden estar 

también en centro de aparato. Finalmente, estamos reportanto el tiempo que los animales 

pasan oliendo activamente alguno de los cilindros, lo cual nos permite independizarnos del 

lugar que eligen los animales por ejemplo para descansar. 

Al analizar el tiempo oliendo el lado social antes y después de la inyección cerebelar 

en los grupos IBU-SAL y DEXA-SAL descartamos que la inyección sistémica de 

ibuprofeno o dexametasona tengan algún efecto en la sociabilidad [IBU-SAL: t(4)= 1.524 

p= 0.2022, DEXA-SAL: t(4)= 0.6801 p= 0.5344] (Figuras IV.2C y IV.2E). Al analizar el 

tiempo que los animales huelen el lado no social, vemos que tanto el grupo SAL-SAL, 

como los inyectados con IBU muestran similares niveles de exploración antes y después de 

la inyección intra-cerebelar.  

Ninguno de los grupos experimentales mostró una preferencia por alguno de los 

lados durante la etapa de habituación en el ensayo social inicial o post-inyección (Figura 

IV.2, Tabla IV.1). 

 

Tabla IV.1. Análisis estadístico del tiempo oliendo los cilindros ubicados en la cámara derecha e 

izquierda durante la etapa de habituación de los ensayos de interacción social. Se muestran los 

parámetros obtenidos en la prueba de t-pareada obtenida por la comparación. gl, grados de libertad. 

 

Está descripto que la administración sistémica de LPS puede generar un 

comportamiento conocido como sickness behavior (Layd et al., 1994, Dantzer, 2001). Por 

lo tanto, debimos controlar que los resultados obtenidos en los grupos inyectados con LPS 

no se debiesen a este comportamiento relacionado a enfermedad. El sickness behavior está 



                                                                                                                           
 

97 

caracterizado por una disminución en la exploración del ambiente, de los estímulos 

sociales, una reducción en la actividad locomotora y pérdida de peso. 

Para descartar que la reducción en el tiempo oliendo el lado social por el grupo 

SAL-LPS no fuera consecuencia de una disminución en la exploración general, analizamos 

el tiempo de exploración total durante la habituación: la suma del tiempo oliendo en el lado 

derecho e izquierdo. Esto nos dio una idea de los niveles de exploración y el interés del 

animal en ausencia del estímulo social. En la Figura IV.3D vemos que el tiempo total 

oliendo en la fase de habituación antes o después de la inyección no muestra diferencias 

significativas [t(4)= 1.15 p= 0.3140]. Lo mismo se observa en el grupo SAL-SAL (Figura 

IV.3.A). De haber existido una reducción en la locomoción o en la exploración del 

ambiente, hubiésemos esperado observarlo en la habituación post-inyección. Por lo tanto 

vemos que el LPS no está reduciendo el interés por la exploración en general.  

Tampoco observamos diferencias en el tiempo total que los otros grupos 

experimentales huelen los cilindros durante las habituaciones de los ensayos de sociabilidad 

[IBU-SAL: t(4)= 1.16 p= 0.3096, IBU-LPS: t(4)= 0.20 p= 0.8514, DEXA-SAL: t(4)= 0.15 

p= 0.8709, DEXA-LPS: t(4)= 1.34 p= 0.2505]. Esto nos indicó que la exploración general 

de los animales no se vio afectada por la administración de anti-inflamatorios (Figuras 

IV.3B y IV.3C) o por la combinación entre el anti-inflamatorio y la inyección intra-

cerebelar de LPS (Figuras IV.3E y IV.3F). 
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Figura IV.3. Tiempo total oliendo durante la fase de habituación antes y después de los 

tratamientos. En todos los grupos experimentales podemos observar que el tratamiento no alteró 

significativamente el tiempo que los animales huelen los cilindros durante la etapa de habituación 

en los ensayos de interacción social. N, en cada barra. Se grafica la media + E.E.  

 

Además de analizar la exploración general, registramos el peso de los ratones antes 

y después de la inyección, y se calculó el porcentaje de pérdida de peso (Figura IV.4). Es 

esperable que luego de una operación estereotáxica el animal pierda un poco de peso, en 

particular porque pasan una horas sin comer o beber agua hasta que se despiertan de la 

misma y por un período posterior. Por lo general se espera que la pérdida de peso no supere 

en promedio el 10%.  

El análisis estadístico mostró que no hay efecto asociado a la inyección intra-

cerebelar, pero sí asociado a la inyección intraperitoneal, en cuanto al porcentaje de pérdida 

de peso [interacción: F(2, 24)= 2.12 p= 0.1424, iny. cer= F(1, 24)= 0.42 p= 0.5251, iny. ip: 

F(2, 24)= 7.68, p= 0.0026; Figura IV.4]. La prueba de comparaciones múltiples LSD Fisher 

indicaron que los grupos DEXA-SAL y DEXA-LPS presentaron una mayor pérdida de 

peso respecto a los otros grupos experimentales. Este aumento podría estar asociado a un 

efecto agudo mediado por la dexametona. Jahng et al. (2008) han reportado que un sola 

inyección de dexametasona generó a las 2 hs un aumento en los niveles de leptina en el 
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plasma de ratas adultas. Este efecto fue acompañado por una reducción en la ganancia en 

peso a las 24 hs luego de 4 inyecciones diarias. Ellos proponen que esta hormona podría 

estar mediando los efectos anorexígenos desencadenados a corto término por la 

dexametasona. Los resultados reportados en el trabajo de Jahng et al. (2008) fueron 

obtenidos utilizando una dosis de 1 mg/kg, mientras que nosotros utilizamos una dosis de 2 

mg/kg, por lo que consideramos que nuestras observaciones son consistentes con el efecto 

descripto para la dexametasona. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.4. Efecto del tratamiento sistémico con drogas anti-inflamatorias sobre la pérdida 

de peso en animales inyectados con SAL o LPS en el lóbulo VI/VII del cerebelo. Podemos 

observar que en todos los grupos experimentales la pérdida de peso en promedio es menor al 10%. 

Por otro lado los animales inyectados con dexametasona muestran una mayor pérdida de peso con 

respecto a los otros grupos. N, en cada barra. ANOVA de dos factores seguida de la prueba de LSD 

Fisher: letras diferentes indican diferencias significativas p <0.05. Se grafica la media + E.E 

 

Independientemente de esto, debemos observar que la pérdida de peso de estos 

grupos fue prácticamente un 10%, y no superó los criterios establecidos. Por otro lado, lo 

más importante es indicar que estos dos grupos no mostraron un efecto diferente al de los 

otros en su exploración general durante la habituación luego de los tratamientos (Figuras 

IV.3C y IV.3F). Así que si bien estos grupos perdieron más peso que los otros, no creemos 

que esto haya tenido una influencia importante en la respuesta conductual.  
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A partir de los resultados de la exploración y del porcentaje de pérdida de peso de 

los grupos inyectados con LPS, concluimos que los animales no manifiestan síntomas de 

sickness behavior. 

Con el fin de poder comparar los efectos de los distintos tratamientos sobre la 

sociabilidad, calculamos el porcentaje de tiempo oliendo el lado social (Figura IV.5). Este 

índice nos indica el porcentaje de tiempo oliendo el lado social en el test de interacción 

social post-inyección (social post-inyección) respecto del ensayo realizado una semana 

antes (social inicial). 

  

Figura IV.5. La inyección estereotáxica de LPS en el cerebelo genera una disminución en la 

sociabilidad que es bloqueada parcialmente mediante el pretratamiento con ibuprofeno y 

totalmente con dexametasona. El porcentaje de tiempo oliendo el lado social representa cuánto 

cambió el tiempo que el ratón huele al estímulo social en el social post-inyección en relación a los 

niveles de sociabilidad que presentaba inicialmente el mismo ratón. La inyección de LPS genera 

una disminución significativa en el tiempo que el ratón huele el estímulo social respecto a su 

control. Esta misma tendencia se observa entre los grupos IBU-LPS e IBU-SAL, aunque no alcanza 

significancia estadística. No se observan diferencias entre el grupo DEXA-SAL y DEXA-LPS. N, 

en cada barra. Prueba de t no pareada # p <0.05. Se grafica la media + E.E. 

 

El grupo SAL-SAL presenta un porcentaje de tiempo oliendo el lado social cercano 

al 100%, es decir que no cambió mucho su comportamiento entre el ensayo de interacción 

social inicial y el ensayo de interacción social post-inyección. Esto demuestra la estabilidad 
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del parámetro de sociabilidad utilizado. Por otro lado, el grupo SAL-LPS mostró una 

reducción en el porcentaje de tiempo de un 50%, evidenciando el efecto del LPS 

intracerebelar sobre la sociabilidad. La comparación entre grupos muestra una reducción de 

la sociabilidad estadísticamente significativa [t(8)= 2.66 p= 0.0287]. Observamos esta 

misma tendencia entre los grupos IBU-SAL e IBU-LPS, aunque la diferencia entre grupos 

no es estadísticamente significativa [t(8)= 1.33 p= 0.2207]. La falta de significancia podría 

estar asociada al bajo número de individuos estudiados y a la dispersión observada en el 

grupo IBU-SAL. Por otro lado, la comparación entre el grupo DEXA-SAL vs DEXA-LPS 

no muestra diferencias significativas [t(8)= 0.7436 p= 0.4786]. 

Finalmente, concluimos que el efecto esperado de reducción de la sociabilidad 

generado por la inyección estereotáxica de LPS en el cerebelo puede ser bloqueado 

totalmente mediante el pretratamiento con dexametasona y parcialmente con ibuprofeno. 

 

IV.3.2. Efecto del tratamiento sistémico con drogas anti-inflamatorias 

sobre la neuroinflamación en animales inyectados con LPS en el lóbulo 

VI/VII del cerebelo 

 

IV.3.2.1. Cuantificación de la microglia 

Para estudiar la neuroinflamación del tejido realizamos la cuantificación y 

caracterización de la microglia en cortes cerebelares del lóbulo VII del vermis. Para 

detectar a estos tipos celulares realizamos inmunofluorescencias con un anticuerpo anti-

IBA-1. Dividimos además el análisis del lóbulo en capa molecular y capa granular. 

En cuanto a la densidad total de microglia en la capa molecular, mediante un 

ANOVA de dos factores podemos observar un efecto de interacción entre el pretratamiento 

y la inyección estereotáxica [interacción: F(2,22)= 3.64 p= 0.0430], además de los efectos 

simples [iny. cer: F(1,22)= 58.09 p< 0.0001, iny. ip: F(2,22)= 3.67 p= 0.0422] (Figura 

IV.6A). La comparación entre grupos mostró que la inyección de LPS lleva a un aumento 

en la densidad de células microgliales en la capa molecular en todos los grupos, pero que 

dicho aumento es significativamente menor en el grupo DEXA-LPS. 
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Por otro lado, la densidad total de células microgliales en la capa granular mostró 

un efecto de la inyección estereotáxica [interacción: F(2,22)= 2.62 p= 0.0957, iny. cer: 

F(1,22)= 40.81 p<0.0001, iny. ip: F(2,22): 2.38 p= 0.1160]. Se observó en los grupos 

inyectados con LPS una densidad total significativamente mayor respecto a los grupos cuya 

inyección estereotáxica contenía solución salina (Figura IV.6B). 
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Figura IV.6. Efecto sobre la densidad total de la microglia de los anti-inflamatorios sistémicos 

en ratones inyectados estereotáxicamente con SAL o LPS en el lóbulo VI/VII del cerebelo. Los 

ratones de los tratamientos SAL-LPS e IBU-LPS presentan una densidad total de microglia mayor 

en la capa molecular que los otros grupos. A su vez no hay diferencias entre el grupo SAL-SAL y 

en DEXA-LPS (A). Por otro lado, se observó que la inyección estereotáxica de LPS genera un 

aumento en la densidad de microglia total en la capa granular, un aumento que es menos marcado 

en el grupo DEXA-LPS pero igualmente significativo. Todos los grupos experimentales poseen N= 

5, salvo el IBU-LPS y DEXA-LPS con N= 4. ANOVA de dos factores seguido de la prueba de LSD 

Fisher: letras distintas indican diferencias significativas p< 0.05. Se grafica la media + E.E. 

 

A partir de estos resultados concluimos que el LPS desencadenó una respuesta 

inflamatoria que derivó en un aumento en la densidad de microglia, incluso en presencia de 

las drogas anti-inflamatorias. La magnitud de la densidad de microglia observada en 

presencia de ibuprofeno demuestra que este tratamiento no fue eficiente para evitar que se 

desarrolle la respuesta inflamatoria inducida por el LPS. En cambio, los ratones tratados 

previamente con dexametasona desencadenaron una respuesta inflamatoria menor. 
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El siguiente paso fue identificar y cuantificar los diferentes fenotipos de la microglia 

para reconocer cuál es el que se encuentra aumentado en los diferentes grupos 

experimentales. Se caracterizó la morfología de la microglia según lo descripto en la 

Sección II.8.5.4 de Materiales y Métodos. Pudimos detectar células microgliales en reposo 

o tipo 1 (con procesos celulares finos y muy ramificados), aquellas que están comenzando 

un proceso de activación o tipo 2 (con procesos que se van acortando y engrosando), y las 

que alcanzan la morfología activada o tipo 4 (morfología redondeada sin procesos). 

 En nuestra hipótesis esperamos que los grupos tratados con el inflamógeno LPS 

muestren un aumento en la densidad de células de tipo 4, que corresponden al fenotipo más 

activado, y una menor densidad de microglia tipo 1 (estadio de reposo). En los grupos a los 

que se le inyectó LPS y se los trató con drogas anti-inflamatorias nuestra hipótesis es que se 

parecerán a los grupos control y no al grupo SAL-LPS. 

En la Figura IV.7 observamos que los grupos control muestran un porcentaje 

predominante de microglia de tipo 1. En cambio, en los grupos SAL-LPS e IBU-LPS se 

observan perfiles parecidos entre sí, caracterizados por un porcentaje alto de células tipo 4, 

seguido por microglia de tipo 2 y por último una reducida cantidad de células de tipo 1. En 

el grupo DEXA-LPS este perfil parecería ser diferente, ya que en este caso observamos una 

menor cantidad de células de tipo 4 y una mayor cantidad de células tipo 1 con respecto a 

los grupos SAL-LPS e IBU-LPS. Esta tendencia se mantuvo tanto en la capa molecular 

como en la granular.  
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Figura IV.7. Efecto sobre la activación de la microglia de los anti-inflamatorios sistémicos en 

ratones inyectados estereotáxicamente con SAL o LPS en el lóbulo VI/VII del cerebelo. A-F. 

Inmunofluorescencia para visualizar microglia (anti-IBA-1) en ratones tratados con anti-

inflamatorios sistémicos e inyectados estereotaxicamente con LPS o SAL en el lóbulo VI/VII. G-F. 

Porcentaje de los diferentes fenotipos de microglia en los diferentes grupos experimentales. En los 

grupos control hay un mayor porcentaje de microglia de tipo 1, mientras que en los inyectados con 

LPS predomina la microglia activada. El pretratamiento con dexametasona parecería reducir el 

efecto generado por el LPS.  
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Figura IV.8. Cuantificación de los diferentes estadios morfológicos de la microglia en ratones 

tratados sistémicamente con anti-inflamatorios e inyectados con SAL o LPS en el cerebelo. En 

la capa molecular de los ratones SAL-SAL y DEXA-SAL es donde se registró la mayor densidad de 

microglia de tipo 1, y los niveles más bajos de la misma se observaron en el grupo SAL-LPS. Por 

otro lado, la microglia de tipo 2 y 4 está más representada en los ratones que recibieron la inyección 

estereotáxica de LPS. En la capa granular, los grupos control fueron los que mostraron una mayor 

densidad de microglia ramificada, mientras que en los grupos inyectados con LPS predominó la 

microglia de tipo 2 y la ameboide. El pretratamiento con dexametasona muestra una tendencia a 

disminuir el efecto del LPS en esta capa. Todos los grupos experimentales poseen N= 5, salvo el 

IBU-LPS y DEXA-LPS con N= 4. ANOVA de dos factores seguida de la prueba de LSD Fisher: 

letras distintas indican diferencias significativas p< 0.05. Se grafica la media + E.E. 
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Dado que la expresión en porcentajes no nos permite realizar un análisis estadístico 

apropiado, comparamos a continuación la densidad de cada tipo celular. 

En la capa molecular pudimos ver que los grupos que recibieron la inyección de 

LPS poseen un aumento en la densidad de microglia de tipo 2 [interacción: F(2,22)= 0.71 

p= 0.5034, iny. cer: F(1,22)= 11.02 p= 0.0031, iny. ip: F(2,22)= 1.44 p= 0.2582)] y 

activada o tipo 4 [interacción: F(2,22)= 2.40 p= 0.1145, iny. cer: F(1,22)= 39.87 p< 0.0001, 

iny.ip: F(2,22)= 2.67 p= 0.0914]. En cuanto a la microglia de tipo 1, vemos en la Figura 

IV.8A un efecto de interacción entre la inyección cerebelar y el pretratamiento con anti-

inflamatorios [interacción: F(2,22)= 5.34 p= 0.0129, iny. cer: F(1,22)= 9.30 p= 0.0059, iny. 

ip: F(2,22)= 5.34 p= 0.0107]. Los grupos SAL-SAL y DEXA-SAL fueron los que 

presentaron la mayor densidad de este tipo celular, mientras que el grupo SAL-LPS fue el 

que mostró niveles significativamente más bajos (aunque no se registraron diferencias con 

respecto a los grupos IBU-SAL y el IBU-LPS). Por otro lado, el grupo DEXA-LPS mostró 

una densidad de microglia en reposo que resultó significativamente mayor que la del grupo 

SAL-LPS, y similar a la de los grupos SAL-SAL y DEXA-SAL. 

En los 3 fenotipos de microglia de la capa granular se observa un efecto de la 

inyección estereotáxica [tipo 1: interacción: F(2,22)= 1.05 p= 0.3676, iny.cer: F(1,22)= 

61.71 p< 0.0001, iny. ip: F(2,22)= 2.99 p= 0.0978; tipo 2: interacción:  F(2,22)= 1.57 p= 

0.2313, iny. cer: F(1,22)= 12.00 p= 0.0022, iny. ip: F(2,22)= 2.26 p= 0.1285; tipo 4: 

interacción: F(2,22)= 1.78 p= 0.1919, iny. cer: F(1,22)= 44.97 p< 0.0001, iny. ip: F(2,22)= 

1.96 p= 0.1647]. Los grupos control muestran una densidad significativamente mayor de 

células tipo 1, mientras que los grupos que recibieron LPS mostraron un aumento 

significativo en los niveles de microglia tipo 2 y activada. Cabe destacar que los grupos 

SAL-LPS e IBU-LPS son los más parecidos entre sí en su perfil celular de 

neuroinflamación, mientras que el grupo DEXA-LPS tiende a tener una mayor densidad de 

células de tipo 1 y menor cantidad de microglia activada en comparación con los otros 

grupos tratados con LPS, aunque esas diferencias no son estadísticamente significativas 

(Figura IV.8).  

En resumen, el LPS reduce la densidad de microglia de tipo 1, y aumenta los niveles 

de tipo 2 y 4, resultados que son consistentes con su efecto inflamatorio. El aumento de 
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microglia de tipo 4 puede estar directamente relacionado con la reducción de microglia de 

tipo 1, ya que ésta podría estar diferenciándose en microglia de tipo 2 y 4. Además, el 

estímulo inflamatorio puede llevar al reclutamiento de monocitos periféricos que se 

diferencien en el parénquima cerebral a macrófagos. Nuestro diseño experimental no nos 

permite diferenciar entre estas dos posibles fuentes de microglia tipo 4.  

Por otro lado, el pretratamiento con dexametasona parecería evitar con mayor 

eficiencia que el ibuprofeno la activación de la microglía y el reclutamiento de macrófagos, 

ya que el grupo DEXA-LPS presenta una menor reducción de la microglia de tipo 1 y 

menor aumento de la microglia de tipo 4. 

 

IV.3.3.2. Caracterización morfológica de los diferentes fenotipos de la 

microglia. 

 A partir de que encontramos diferentes fenotipos de la microglia en el lóbulo VII 

del cerebelo de los ratones tratados, decidimos caracterizar ciertos aspectos morfológicos 

de estas células que podrían darnos más información o una información más detallada sobre 

el grado de activación de la microglia. Por ello, en las células de tipo 1 decidimos 

cuantificar el grado de ramificaciones, así como el largo de la proyección más larga de la 

microglia (radio de Sholl), el área y la esfericidad del soma. Dado que la microglia de tipo 

1 no es el fenotipo celular más representado en los animales inyectados con LPS (Figura 

IV.8A y IV.8B), decidimos analizar en conjunto la microglia de la capa granular y la capa 

molecular. Esto nos permitió trabajar con una muestra más representativa de este tipo 

celular. 

A partir del análisis de Sholl pudimos cuantificar el número de ramificaciones de la 

microglia de tipo 1 en función a la distancia del soma (distancia) y comparamos cada 

tratamiento con su grupo control (Figura IV.9). Esperábamos encontrar un menor grado de 

ramificaciones en la microglia del tipo 1 en el grupo SAL-LPS y evaluar el efecto del 

ibuprofeno y la dexametasona sobre las mismas. En la ramificación de la microglia 

encontramos un efecto de interacción entre el tratamiento y la distancia al soma entre los 

grupos SAL-SAL y SAL-LPS [ANOVA de medidas repetidas: interacción: F(11,77)= 2.58 

p= 0.0077, distancia: F(11,77)= 105.51 p< 0.0001, tto: F(1,77)= 0.14 p= 0.7203], aunque 
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las comparaciones a posteriori no mostraron diferencias significativas entre los 

tratamientos (Figura IV.9A). Por otro lado, solamente se registró un efecto de la distancia 

en las comparaciones de los grupos IBU-SAL vs IBU-LPS [interacción: F(8,48)= 1.72 p= 

0.1182, distancia: F(8,48)= 76.49 p= 0.6746, tto: F(1,48): 0.19 p= 0.6746] y DEXA-SAL vs 

DEXA-LPS [interacción: F(11,77)= 0.83 p= 0.6124, distancia: F(11,77)= 88.07 p< 0.0001, 

tto F(1,77)= 0.14 p= 0.7240] (Figuras IV.9B y IV.9C) 
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Figura IV.9. Análisis de Sholl para conocer el grado de ramificación de la microglia tipo 1 

cerebelar de ratones inyectados estereotáxicamente con SAL o LPS y tratados con anti-

inflamatorios sistémicos. El grado de ramificación de la microglia no mostró un efecto 

significativo asociado al tratamiento. Se grafica la media ± E.E.  
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En relación al soma de la microglia de tipo 1, estudiamos el área y la esfericidad del 

mismo. Inicialmente esperábamos que si la microglia de tipo 1 estaba iniciando un proceso 

de activación, el tamaño de su soma debería ser mayor y la esfericidad cada vez más 

cercana a 1, es decir más redondeada. Lo que podemos observar en la Figura IV.10A es un 

aumento en el tamaño del soma en aquellos grupos que recibieron ibuprofeno [interacción: 

F(2,20)= 1.52 p= 0.2424, iny. cer: F(1,20)= 0.04 p= 0.8382, iny. ip: F(2,20)= 5.96 p= 

0.0093], pero no en los grupos tratados con LPS. Dado que este efecto parece estar más 

bien asociado al ibuprofeno, concluimos que las células de tipo 1 no mostraron cambios 

morfológicos en el tamaño del soma asociados al efecto esperado por el LPS.  

Por otro lado, al estudiar la esfericidad de las células observamos un efecto de 

interacción entre el estímulo inflamatorio y el tratamiento anti-inflamatorio [interacción: 

F(2,20)= 11.28 p= 0.0005, iny. cer: F(1,20)= 8.44, p= 0.088, iny.ip: F(2,20)= 0.71 p= 

0.5024] (Figura IV.10B). Los ratones SAL-LPS presentaron un índice más cercano a 1, un 

efecto que no es evitado por el pretratamiento con dexametasona pero sí con el de 

ibuprofeno. Por otro lado, el grupo SAL-SAL es el que mostró un índice de esfericidad 

mayor, es decir cuyo soma era el más alargado, tal como era de esperarse (Figura IV.10B). 

Finalmente, no observamos diferencias en la proyección más larga de la microglia 

(radio de Sholl) [interacción: F(2,20)= 1.22 p= 0.3162, iny. cer: F(1,20)= 1.14 p= 0.2992, 

iny. ip: F(1,20)= 0.05 p= 0.5579] (Figura IV.10C).  

En resumen, en base a los parámetros morfológicos celulares analizados en la 

microglia de tipo 1, no observamos alteraciones en los marcadores de activación, salvo por 

la esfericidad del soma. Posiblemente esto hubiese sido más fácil de detectar en una 

microglia de tipo 2 que ya presentan un mayor grado de activación que la microglia en 

reposo, sin embargo estas células no estaban representadas en los cortes. 
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Figura IV.10. Caracterización de la morfología de la microglia de tipo 1 cerebelar en ratones 

tratados con anti-inflamatorios sistémicos e inyectados estereotáxicamente con SAL o LPS. 

(A) Se registró un aumento en el tamaño del soma en los ratones inyectados intraperitonealmente 

con ibuprofeno. (B) La esfericidad más cercana a 1 se observó en los grupos SAL-LPS y DEXA-

LPS. (C) No se observaron diferencias en el radio de Sholl en la microglia de los diferentes grupos 

experimentales. N, en las barras. ANOVA de dos factores seguida de la prueba de LSD Fisher: 

letras distintas indican diferencias significativas p< 0.05. Se grafica la media + E.E. 

 

También estudiamos la morfología de las microglia activada. Como esta célula no 

posee proyecciones no pudimos realizar un análisis de Sholl. Tampoco pudimos incluir en 

este análisis a los grupos control inyectados estereotáxicamente con SAL, ya que la 

microglia tipo 4 no se observaba frecuentemente en los cortes de estos grupos.  

Lo que pudimos determinar es que el pretratamiento con anti-inflamatorios no tuvo 

ningún efecto modulando el área del soma [capa molecular: F(2,10)= 0.38 p= 0.6960, capa 

granular: F(2,10)= 0.01 p= 0.5909] o en la esfericidad de la microglia tipo 4 [capa 

molecular: F(2,10)= 0.10 p= 0.9027, capa granular: F(2,10)= 0.37 p= 0.6986] (Figura 

IV.11).  
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Figura IV.11. Caracterización de la morfología de la microglia de tipo 4 cerebelar en ratones 

tratados con anti-inflamatorios sistémicos e inyectados estereotáxicamente con LPS. No se 

observaron diferencias en el área del soma (A y B) o en la esfericidad (C y D) de la microglia 

activada. N, en cada barra. Se grafica la media + E.E. 

 

IV.3.3. Efecto del tratamiento sistémico con drogas anti-inflamatorias 

sobre la densidad de células de Purkinje y el área del lóbulo VII cerebelar 

en animales inyectados estereotáxicamente con LPS 

Con el fin de determinar si el LPS generaba algún efecto apoptótico o necrótico 

sobre las neuronas, se decidió cuantificar la densidad de células de Purkinje (CPs), dado 

que estas células suelen ser sensibles a diferentes agentes (Fonnum & Lock, 2000) y a que  

incluso la microglia puede inducir su apoptosis (Marín-Teva et al., 2004). Además, para 

determinar el estado macroscópico del lóbulo se registró el área de la capa molecular y 

granular del lóbulo VII (Figura IV.12). No se observaron diferencias en la densidad lineal 

de CPs [F(2,9)= 0.69 p= 0.5344], ni en el área de la capa molecular [F(1,8)= 0.0024 p= 

0.9621] o granular del lóbulo VII [F(1,9)= 1.60 p= 0.2415]. Dado que no se observaron 
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alteraciones en el grupo SAL-LPS, no se procedió al análisis de los grupos inyectados con 

drogas anti-inflamatorias. 
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Figura IV.12. Efecto del tratamiento sistémico con drogas anti-inflamatorias sobre la 

densidad de células de Purkinje y el área del lóbulo VII cerebelar en animales inyectados 

estereotáxicamente con SAL o LPS. Fotografías representativas del lóbulo VII de los diferentes 

tratamiento a 4X (A y C), y su imagen aumentada a 10X (B y D). No se observaron diferencias en 

la densidad de CPs del lóbulo VII (E), así como tampoco en el área de la capa molecular (F) ni 

granular del mismo lóbulo. Se grafica la media + E.E.  

A- SAL-SAL                           B 

C- SAL-LPS                             D 
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Concluimos que 24 hs luego de transcurrida la inyección estereotáxica, cuando se 

observan las alteraciones conductuales, no se evidencia muerte neuronal de las CPs ni 

alteraciones macroscópicas en el lóbulo. 

 

IV.4. Conclusiones y Discusión 

En base a los resultados presentados en este capítulo podemos proponer diferentes 

explicaciones en cuanto al efecto de la neuroinflamación sobre la sociabilidad y su relación 

funcional con el cerebelo. En este trabajo observamos que la neuroinflamación cerebelar 

producida por la inyección estereotáxica de LPS en el lóbulo VI/VII produce una reducción 

en la sociabilidad que puede ser evitada parcialmente con un anti-inflamatorio no 

esteroideo como el ibuprofeno. Además, la inyección de dexametasona una hora antes de la 

inyección estereotáxica bloquea totalmente el efecto del LPS sobre la sociabilidad. En 

ambos casos pudimos comprobar que el LPS generó neuroinflamación, caracterizada por 

una reducción de la densidad de la microglia en reposo y un aumento de la microglia 

activada. El ibuprofeno no fue eficiente en reducir esta respuesta celular, a diferencia de la 

dexametasona que mostró una tendencia a presentar niveles más bajos de microglia 

activada y mayor densidad de microglia de tipo 1.  

Trabajos previos analizaron la neuroinflamación y el autismo en el contexto del 

desarrollo y evaluaron cómo la alteración del estado inflamatorio en diferentes periodos 

críticos puede derivar en un fenotipo asociado a autismo (Bauman et al., 2014, Ardalan et 

al., 2019). En este capítulo demostramos que incluso un estímulo neuroinflamatorio agudo 

en un cerebro que ya estaba desarrollado puede derivar en una reducción de la sociabilidad. 

Además elegimos una región característica de la neuropatología del autismo, el cerebelo. 

De esta forma pudimos establecer una relación causal entre la neuroinflamación cerebelar y 

la conducta. De manera indirecta también demostramos que modulando el grado de 

neuroinflamación a través de agentes anti-inflamatorios podemos modular la sociabilidad. 

Los anti-inflamatorios elegidos presentan diferentes blancos moleculares a las 

concentraciones utilizadas (Teeling et al., 2010) y fueron elegidos para determinar qué 

componentes presentaban un rol principal en la neuroinflamación mediada por el LPS y 
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eran necesarios para afectar la conducta. Como observamos en los resultados, ninguno de 

los dos tuvo un efecto farmacológico tan largo ni eficiente para bloquear totalmente la 

respuesta inflamatoria desencadenada por la inyección cerebelar de LPS, ya que 

observamos presencia de microglia activada tanto en animales inyectados con ibuprofeno 

como en animales inyectados con dexametasona. Sin embargo, podemos asumir que por 

una determinada cantidad de horas entre la inyección de LPS y el tiempo que duró el efecto 

farmacológico de las drogas anti-inflamatorias estuvieron bloqueadas vías inflamatorias 

específicas.  

En el caso de los ratones que recibieron la inyección de ibuprofeno, razonamos que 

durante un periodo de tiempo, modulamos negativamente la actividad de las enzimas COX-

1 y COX-2, que tienen un rol importante en la producción de prostaglandinas y 

tromboxanos (Vane & Botting, 1996, Mazaleuskaya et al., 2015). Esto tuvo un efecto sobre 

la conducta, ya que los ratones no mostraron diferencias significativas en la sociabilidad 

antes y después de la inyección de LPS. Sin embargo este efecto parece parcial, ya que el 

tiempo que los ratones olieron el lado social post-inyección de LPS tendió a ser 

llamativamente más bajo. Así, reducir la actividad de las enzimas COX-1 y COX-2 tuvo un 

efecto beneficioso pero no alcanzó para recuperar los niveles de sociabilidad iniciales. Por 

otro lado, el perfil de neuroinflamación descripto por la densidad de microglia en este 

grupo fue muy parecido al grupo SAL-LPS. Esto es de esperarse dado que el ibuprofeno, a 

las concentraciones utilizadas, no tiene un efecto directo sobre las vías que regulan la 

activación y proliferación de la microglia (Dheen et al., 2007).  

Por otro lado, los ratones que fueron tratados con dexametasona antes de la 

inyección estereotáxica mostraron niveles de sociabilidad parecidos antes y después de la 

inyección, y una tendencia a presentar una densidad de microglia activada menor que los 

otros grupos tratados con LPS. Esta tendencia en la respuesta celular probablemente esté 

relacionada con el blanco de acción de la dexametasona. Los glucocorticoides generan su 

efecto farmacológico regulando negativamente la expresión de genes asociados a la vía de 

NFκB, una de las principales vías de activación inflamatoria (Heck et al., 1997, Tischner et 

al., 2007, Schweingruber et al., 2012). Este fármaco posee un efecto inhibitorio sobre la 

expresión del mRNA de COX-2 (Bauer et al., 1997, Lasa et al., 2001), así como numerosos 
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efectos sobre las células del linaje de macrófagos y microglia. Estudios in vitro 

demostraron que es un inhibidor de la activación de la microglia y macrófagos mediada por 

IFN-ϒ (Loughlin et al.,1993, Hinkerohe et al., 2010), además de regular negativamente la 

expresión de moléculas del complejo mayor de histocompatibildad de clase II en 

macrófagos in vivo e in vitro (Snyder & Unanue, 1982, Kiefer & Kreutzberg, 1991). Se 

demostró que este glucocorticoide in vitro reduce la liberación de citoquinas como 

interleuquina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral-ϒ (TNF-ϒ) de la microglia 

(Forshammar et al., 2013) e inhibe reversiblemente su proliferación (Ganter et al.,1992). En 

base a estos antecedentes, proponemos que el mecanismo de acción a partir del cual el LPS 

genera la reducción en la sociabilidad está relacionado con el aumento en la densidad de 

microglia activada, el reclutamiento de macrófagos y posiblemente el contexto inflamatorio 

producido por las citoquinas liberadas por estas células. Aunque en este trabajo no llegamos 

a evaluar el rol de las citoquinas, hay extensa bibliografía que la relaciona con el autismo. 

Nuestros resultados son consistentes con el estudio realizado por Suzuki et al. 

(2013) donde utilizaron la tomografía de emisión de positrones (PET) para detectar la 

distribución de la microglia en el cerebro de pacientes con autismo. Ellos pudieron 

determinar un aumento en la abundancia de microglia activada en distintas regiones del 

cerebro, una de ellas el cerebelo (Suzuki et al., 2013). Los autores proponen que una 

activación de la microglia que inicie en el periodo prenatal y continúe hasta la adultez 

puede ser considerado un factor etiológico, ya que los síntomas suelen manifestarse 

tempranamente a la edad de 3 años. En 2005 el grupo de Vargas et al. también encontró un 

aumento en la abundancia en la microglia activada en tejido postmortem de pacientes con 

autismo, particularmente en el cerebelo, y además demostraron que la misma presenta 

alteraciones ya que las células eran más largas y densas (Vargas et al., 2005). Los 

resultados de esta tesis sugieren que la neuroinflamación no sólo puede ser un factor 

etiológico que subyace a los impedimentos sociales, sino que su persistencia puede en 

realidad causar la persistencia del déficit social.   

 

 

 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1471-4159.2002.00799.x#b26
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Capítulo V. Herencia a traves de las generaciones de los 

fenotipos asociados a autismo en el modelo VPA 
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V.1. Punto de inicio 

Si bien el autismo tiene un fuerte componente genético, cada vez hay más estudios 

que indican que hay factores no genéticos que juegan un rol importante en la etiología de 

este desorden (Hallmayer et al., 2011, Rangasami et al., 2013).  

Los mecanismos epigenéticos fueron definidos tradicionalmente como los cambios 

heredables en la expresión de genes que no involucran alteraciones en la secuencia de ADN 

(Peschansky & Wahlestedt, 2014). Estos eventos son críticos para regular la condensación 

de la cromatina, el acceso de la maquinaria de transcripción al ADN y la expresión de 

genes. Las marcas epigenéticas involucran metilaciones del ADN, acetilaciones de histonas 

y cambios en el ARN no codificante, incluyendo a los microARN. Cada vez hay más 

evidencia que indica que diferentes modificaciones en la cromatina están distribuidas por el 

cerebro y son parte de regulaciones dinámicas en el sistema nervioso (Tsankova et al., 

2007). Es por este motivo que cada vez hay un mayor interés en el estudio de la epigenética 

en el marco de los desórdenes psiquiátricos (Albert, 2010, Kumsta, 2019, Petronis & 

Labrie, 2019). 

En el contexto del autismo, un estudio realizado con gemelos discordantes - cuando 

en uno de los individuos se observa un fenotipo y en el otro no - demostró que éstos 

presentaban un patrón diferencial de marcas epigenéticas, dado por diferentes metilaciones 

del ADN en regiones asociadas a autismo (Wong et al., 2014). Por otro lado, distintos 

síndromes que comparten características con el DEA, como el síndrome de Rett y el de X 

Frágil, también han reportado alteraciones relacionadas a componentes epigenéticos 

(Schanen, 2006, Rangasamy et al., 2013). En particular, el síndrome de Rett es un trastorno 

del desarrollo ligado al cromosoma X que se manifiesta predominantemente en niñas. 

Quienes presentan este síndrome suelen desarrollarse normalmente hasta los 18 meses de 

edad, cuando se comienzan a manifestar alteraciones en su conducta social y en el lenguaje, 

acompañado de la pérdida de sus capacidades motoras, cognitivas y la aparición de 

comportamientos repetitivos (Zoghbi, 2005). El síndrome es causado por una mutación en 

el gen MeCP2 (methyl CpG binding protein 2) que codifica para una proteína que se une al 

ADN metilado (Shah  & Bird, 2017). En el caso del Síndrome de X Frágil, los pacientes 

que lo presentan poseen características conductuales similares al DEA, convulsiones, 
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hipersensibilidad a estímulos sensoriales, ansiedad y alteraciones en la coordinación motora 

(Hatton et al., 2002, Bailey et al., 2008). Este desorden es causado por un aumento de 

secuencias CGG en la región 5’-UTR (región no traducida) del gen FMR1 (fragile X mental 

retardation 1), las cuales generarían una hipermetilación de la región y el silenciamiento de 

este gen, provocando la deficiencia en la proteína FMRP1 (Verkerk et al., 1991). Estos y 

otros estudios indican que la epigenética es un factor importante a considerar en cuanto a la 

etiología del desorden de espectro autista (Schanen et al., 2006, Grafodatskaya et al., 2010, 

Rangasamy et al., 2013).  

Las modificaciones epigenéticas pueden ser generadas tanto por factores intrínsecos 

como por factores externos, como la desnutrición prenatal, el humo del cigarrillo, la 

radiación ultravioleta, etc. Estos cambios pueden estabilizarse o revertirse, lo que le 

confiere a la epigenética un rol importante en la modulación de la respuesta celular ante 

estímulos patofisiológicos (De Majo & Calore, 2018). Como mencionamos en el capítulo 

anterior, la inyección prenatal de ácido valproíco (VPA) en el DG 12.5 es un modelo 

validado para el estudio del autismo en roedores (Favre et al., 2013, Lucchina & Depino, 

2013). Uno de los efectos biológicos del VPA es la inhibición de las enzimas deacetilasas 

de histonas (HDACs) (Gottfried et al., 2013, Bambini-Junior et al., 2014). Estas enzimas 

remueven los grupos acetilos de las histonas, promoviendo un mayor empaquetamiento del 

ADN. Por lo tanto, el VPA al inhibirlas favorece que el ADN esté más laxo y más accesible 

a proteínas reguladoras de la transcripción. En línea con este mecanismo, diferentes 

estudios han descripto que el VPA puede afectar la expresión de una gran variedad de 

genes (Fukuchi et al., 2009, Boudadi et al., 2013, Bambini-Junior et al., 2014). Así, el VPA 

puede considerarse un factor extrínseco, capaz de alterar directamente los patrones 

epigenéticos de acetilación de histonas e indirectamente los patrones de metilación del 

ADN. 

 Dado que cada vez se describen más enfermedades psiquiátricas que presentan 

componentes epigenéticos, hay un gran interés en estudiar si las marcas epigenéticas y los 

rasgos de los fenotipo pueden heredarse a las sucesivas generaciones (Bale, 2015, Yeshurun 

& Hannan, 2019). En el contexto de la epigenética, se han descripto dos formas por las 

cuales un fenotipo puede heredarse: a través de herencia intergeneracional o 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calore%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30159436
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transgeneracional, dependiendo de si hubo exposición directa de la descendencia o sus 

células germinales al agente, o no. 

En base a lo mencionado, hipotetizamos que la exposición prenatal a VPA puede 

generar alteraciones epigenéticas que resultan en alteraciones en la conducta y que las 

mismas pueden ser heredadas a las siguientes generaciones.  

El objetivo general de este capítulo fue estudiar si las alteraciones reportadas en los 

animales tratados prenatalmente con VPA (F1-VPA) podían ser heredadas a la siguiente 

generación a través de una herencia inter- o transgeneracional. Por ser un modelo prenatal, 

esperamos observar herencia intergeneracional en la F2 y transgeneracional en la F3. 

Además analizamos si la herencia de los fenotipos de la F1-VPA se establece en la F2 a 

través las madres VPA (linaje materno) o de los padres VPA (linaje paterno). Con este 

aporte esperamos comprender si los niveles de sociabilidad pueden ser heredados, y 

proporcionar información sobre los factores que contribuyen al desarrollo del trastorno. 

También buscamos determinar, en el caso de observar herencia de los niveles de 

sociabilidad, si estos pueden ser modulados mediante intervenciones postnatales con 

conspecíficos (estimulación social), como demostramos para la F1 (Campolongo et al., 

2018).  

 

V.2. Nomenclatura  

En este capítulo usamos una serie de abreviaciones para poder describir con mayor 

facilidad a los grupos experimentales y al linaje. Con F0 nos referimos a las hembras que 

fueron inyectadas subcutáneamente con VPA o SAL en el DG 12.5 y a partir de las cuales 

se estableció el modelo VPA. A las crías expuestas in útero a VPA las llamamos F1-VPA y 

a su control F1-SAL (Figura V.1A). Cuando las hembras F1-VPA o F1-SAL alcanzaron la 

adultez fueron cruzadas con machos naïve y se obtuvo una F2 por linaje materno (F2/LM), 

haciendo referencia a que estas crías son descendientes de hembras tratadas prenatalmente 

con VPA o SAL (Figura V.1B). Mientras que si la F2 se obtuvo a partir de la cruza de un 

macho F1-VPA y una hembra naïve, llamamos a su descendencia F2 por linaje paterno 

(F2/LP) para denotar que su progenitor es un macho F1-VPA o F1-SAL (Figura V.1C). De 
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la misma manera cruzando a los machos F2-VPA obtenidos por linaje paterno con hembras 

naïve obtuvimos las crías de la F3 por linaje paterno (F3/LP) (Figura V.1D).  

Figura V.1. Nomenclatura adaptada para la descripción de los linajes. (A) Representación 

temporal del modelo VPA. Este diseño fue utilizado para obtener la F1 de machos y hembras VPA 

o SAL. (B) A partir de la cruza de hembras F1-VPA o F1-SAL con machos naïve se obtiene la F2 

de linaje materno (F2/LM). (C) La cruza de machos F1-VPA o F1-SAL con hembras naïve permite 

obtener la F2 por linaje paterno (F2/LP). (D) La F3 por linaje paterno (F3/LP) surge de la cruza de 

machos F2/LP-VPA o F2/LP-SAL con hembras naïve. 

 

Por otro lado, en este capítulo hablaremos del pedigrí para referirnos al tratamiento 

que recibió el progenitor del cual derivan (pedigrí VPA o pedigrí SAL). Por ejemplo los 

animales F2-VPA son descendientes de primer grado de animales F1-VPA, y un ratón F3-

VPA es descendiente de primer grado de un animal F2-VPA y de segundo grado de un F1-

VPA; todos estos animales pertenecen al pedigrí VPA. Cabe aclarar que hablaremos que 
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existe un efecto de pedigrí significativo cuando encontremos diferencias entre grupos F2-

VPA vs F2-SAL, o F3-VPA vs F3-SAL respectivamente.  

 

V.3. Características descriptas en la F1 del modelo VPA 

Para determinar si hubo herencia del comportamiento presente en la F1-VPA a la 

F2-VPA se utilizó la información sobre el modelo VPA publicada por nuestro laboratorio. 

Contamos con una descripción del comportamiento postnatal en hembras y en la adultez de 

machos y hembras de la F1-VPA, publicada en los trabajos de Kazlauskas et al. (2016), 

Kazlauskas et al. (2019) y Campolongo et al. (2018). Estos resultados se encuentran 

resumidos en la Tabla V.2.  

 

Comportamiento postnatal F1-VPA *
1
   

Peso Disminución (P8 a P21)  

Enderezamiento en una superficie 
Tendencia a mayor latencia de enderezamiento 

(P3-P5) 

Sobresalto acústico Menor % de animales (P15) 

Fuerza de agarre  Mayor latencia al caer (P13)  

Comportamiento en la adultez *
2
 

 (Machos F1-VPA) 
  

Interacción social Menor tiempo oliendo al estímulo social 

Reconocimiento de objeto novedoso 
No hay diferencias en el tiempo oliendo el objeto 

novedoso 

Habituación/Deshabituación Olfativa Alterada 

Laberinto en Y Menor % de alternancias 

Autoacicalamiento Mayor tiempo de autoacicalamiento 

Suspensión de cola Tendencia a estar mayor tiempo inmóvil 

Nado forzado Mayor tiempo de inmovilidad 

Exploración a campo abierto 
Menor distancia total recorrida y tiempo de 

autoacicalamiento 

Otras alteraciones *
2
   

Inmunoreactividad C-Fos + Aumentada en la corteza piriforme 

Metabolismo de dopamina (DA) DOPAC/DA aumentado 

Comportamiento en la adultez 

 (Hembras F1-VPA) 
  

Interacción social *
3
 

No presenta fenotipo de reducción de la 

sociabilidad 

 

Tabla V.2. Resumen de las características descriptas del modelo VPA en la F1. *
1
 Kazlauskas et al., 

2016; *
2
 Campolongo et al., 2018; *

3
Kazlauskas et al., 2019. 
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V.4. Resultados Herencia intergeneracional a través del linaje materno 

V.4.1. Diseño experimental 

Los animales de la F1 se obtuvieron a partir del modelo VPA descripto previamente 

(Figura V.2A). En la Figura V.2B se muestran las cruzas realizados para obtener la F2 a 

través del linaje materno. La batería de ensayos realizados a estos animales se resume en la 

Figura V.2C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.2. Diseño experimental utilizado para obtener la F2 por linaje materno (F2/LM). (A) 

Se inyectaron a hembras preñadas (F0) al DG 12.5 con VPA o SAL generando el modelo. (B) En la 

adultez, las crías hembras tratadas prenatalmente con VPA o SAL (F1-VPA o F1-SAL) fueron 

cruzadas con machos naïve. Se obtuvo de estos apareos una F2 que desciende de hembras VPA (F2-

VPA) o hembras SAL (F2-SAL). (C) A estos animales se les realizó una batería de ensayos 

conductuales.  
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V.4.2. Cuidado materno de la F1-VPA 

 

  Numerosos estudios han demostrado que eventos estresantes en etapas de la vida 

temprana pueden tener un efecto a largo plazo en el comportamiento. Un cuidado materno 

deficiente, además de ser un factor estresante, puede producir alteraciones en la expresión 

de genes y en el comportamiento de las crías (Caldji et al., 1998; Liu et al., 2000). Por este 

motivo, el cuidado materno debe ser tenido en cuenta al evaluar el desarrollo de las crías, 

ya que sus efectos pueden mantenerse hasta la adultez y ser trasmitidos a las siguientes 

generaciones (Francis et al.,1999, Champagne & Meaney, 2007).  

Si bien sabíamos que las hembras F1-VPA presentan alteraciones en su 

comportamiento postnatal (Kazlauskas et al., 2016), su comportamiento social en la adultez 

parece no estar alterado (Kazlauskas et al., 2019). Por otro lado, desconocíamos si la 

exposición prenatal a VPA tenía algún efecto sobre su comportamiento materno. Dado que 

el objetivo de esta sección fue determinar si las alteraciones presentes en la F1 pueden 

heredarse a la F2/LM, debimos controlar que dichas alteraciones en el comportamiento de 

las crías no fueran consecuencia de un cuidado materno deficiente. Por lo tanto, estudiamos 

el comportamiento de las hembras F1-VPA en cuanto al cuidado de sus crías. 

 El cuidado de la madre a las crías suele relacionarse con el tiempo que ésta pasa 

amamantándolas (arched-back nursing, ABN) y acicalándolas (licking and grooming the 

pups, LGP). Para determinarlo realizamos observaciones de las madres registrando su 

actividad desde P1 hasta P7. No observamos diferencias en el cuidado materno de las 

hembras F1-VPA y su control [Modelo lineal general y mixto; interacción tto-tiempo: 

F(6,60)= 0.61 p= 0.7187, tto: F(1,60)= 0.00 p= 0.9536, tiempo:F(6,60)= 3.43 p= 0.0056, 

Figura V.3]. El hecho de no encontrar cambios significativos en el cuidado materno nos 

permite descartar que cualquier alteración encontrada en la F2/LM sea debido a este factor 

específico de estrés en la vida temprana de las crías. 
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Figura V.3. Cuidado materno de la hembras F1-VPA. No se observaron diferencias en el tiempo 

que las hembras F1-VPA dedicaron a amamantar (ABN) y acicalar (LGP) a las crías. NF1-SAL = 7, N 

F1-VPA = 5. Modelo lineal general y mixto. Se grafica la media + E.E.  

 

V.4.3. Crías F2: linaje materno  

V.4.3.1. Comportamiento postnatal de las crías de la F2 -linaje materno  

Como se ha visto en diferentes estudios, el tratamiento prenatal con VPA genera 

alteraciones que pueden expresarse en el periodo postnatal (Kazlauskas et al., 2016, Yang 

et al., 2016, Hou et al., 2018). Basándonos en las alteraciones reportadas en la F1   

(Kazlauskas et al., 2016), decidimos evaluar si estos cambios podían ser heredados a la 

siguiente generación a través del linaje materno. Para esto realizamos las cruzas indicadas 

en la Figura V.2B y analizamos el comportamiento postnatal de las crías de la F2/LM 

(Figura V.2C y Figura V.4). Las conductas estudiadas están relacionadas con el desarrollo 

neurológico de las crías.  
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Figura V.4. Comportamiento postnatal de la F2/LM. Los ratones de la F2-VPA mostraron una 

menor ganancia de peso desde P5 en el caso de los machos (A) y desde P4 en el caso de las 

hembras (B). No se observaron diferencias en la latencia a enderezarse (C y D) o en la latencia a 

caer (G y F), aunque se observó una marcada tendencia al retraso en el desarrollo del reflejo por 
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sobresalto acústico en P15 (E y F). Machos: NF2-SAL = 18, NF2-VPA = 15, Hembras: NF2-SAL = 21, NF2-

VPA = 14. A-D y G-H: Modelo lineal general y mixto seguido de la prueba LSD Fisher; * indican 

diferencias significativas p<0.05. E-F: Test de chi-cuadrado. Se grafica la media ± E.E. 

 

Ganancia en peso  

Últimamente la detección temprana del autismo ha cobrado cada vez más 

importancia y se ha demostrado que el bajo peso al nacer es uno de los marcadores de 

desarrollo temprano que correlaciona con el autismo (Losh et al., 2011, Dudova et al., 

2014). Por más que la característica más saliente del modelo VPA es la reducción de la 

sociabilidad, numerosos autores han reportado que los animales tratados prenatalmente con 

VPA presentan un déficit en la ganancia de peso corporal (Schneider et al., 2006, Tsujino et 

al., 2007) y de su cerebro (Ingram et al., 2000).  

  Se utilizó un modelo lineal general y mixto y se observó una interacción 

significativa entre el pedigrí y el tiempo, tanto en los machos como en las hembras 

(Machos: interacción pedigrí-tiempo: F(13)= 1.30 p< 0.0001, pedigrí: F(1)= 21.54 

p=0.0009, tiempo: F(13)= 1362.41 p< 0.0001, Hembras: interacción pedigrí-tiempo: F(13)= 

16.44 p< 0.0001, pedigrí: F(1)= 19.06 p= 0.0014, tiempo: F(13)= 1206.72 p< 0.0001). 

Observamos que las crías machos de la F2-VPA muestran un peso menor que los controles 

desde P5 hasta P21 (Figura V.4A), mientras que las hembras desde P4 (Figura V.4B). Esta 

característica también se registró en la F1-VPA desde P8 a P21 (Kazlauskas et al., 2016). 

  

Enderezamiento en la superficie 

El enderezamiento en una superficie es un reflejo que se adquiere temprano en el 

desarrollo. Se lo estima como el tiempo en que el ratón tarda en reincorporarse sobre sus 4 

patas luego de ser colocado de cúbito dorsal. Sabemos que en la F1 la latencia a 

enderezarse tiende a ser mayor en los ratones VPA durante los primeros días postnatales 

(P3 a P5) (Kazlauskas et al., 2016). En la F2/LM, el análisis estadístico no mostró 

diferencias significativas entre los grupos para ninguno de los sexos, pero sí un efecto de la 

edad (tiempo) consistente con la idea de que al ir creciendo los animales van mejorando su 

desempeño en esta tarea (Modelo lineal general y mixto; Machos: interacción pedigrí-

tiempo: F(5)= 2.71 p=0.029, pedigrí: F(1)= 1.07 p= 0.3257, tiempo: F(5)= 5.39 p= 0.0004, 
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Figura V.4C; Hembras: interacción pedigrí-tiempo: F(5)= 1.63 p=0.1680, pedigrí: F(1)= 

0.05 p= 0.8261, tiempo: F(5)= 5.42 p= 0.0004, Figura V.4D). 

 

Reflejo de sobresalto 

Como respuesta a un estímulo auditivo los ratones realizan un sobresalto, que puede 

o no estar seguido de una respuesta de freezing. Este reflejo también se adquiere 

postnatalmente. En las crías de la F1-VPA el reflejo de sobresalto presenta un retraso en su 

aparición que se manifiesta como un menor porcentaje de ratones en los que se observa este 

reflejo a P15 (Kazlauskas et al., 2016).  

En el caso de los machos de la F2/LM, no registramos la aparición del reflejo en P9 

ni P11. Sin embargo, observamos una tendencia al retraso en la aparición del reflejo, que 

llamativamente se presentó más temprano que en la F1, durante P13 [P13: X
2 

(1)= 3.793  

p=0.0515]. Esta tendencia a la disminución en la proporción de ratones que presentan el 

reflejo se mantuvo durante P15, aunque este efecto no fue significativo [P15: X
2 

(1)= 2.528  

p= 0.1119] y a partir de P17 todos los machos adquirieron el reflejo (Figura V.4E). 

 Las hembras de la F2/LM, al igual que los machos comenzaron a expresar el reflejo 

durante P13 aunque no se registró un efecto asociado al pedigrí [P13: X
2 

(1)= 1.414  p= 

0.2344]. Sin embargo se observó una tendencia en el retraso de la aparición del reflejo a 

P15 [P15: X
2 

(1)= 3.353  p= 0.0671], la cual desapareció durante P17 y P19 cuando todas 

las hembras adquirieron el reflejo (Figura V.4F) 

 

Fuerza de agarre 

Con el fin de evaluar la fuerza y coordinación neuromuscular de los animales, 

realizamos el ensayo de fuerza de agarre. Los ratones de la F1-VPA presentan a P13 una 

mayor latencia a caerse de la red colgante (Kazlauskas et al., 2016). Si bien un aumento en 

la latencia no es lo que uno esperaría en caso de que hubiese una alteración neurológica, 

este efecto desaparece dos días después y tiende a ser menor durante P15 y P17. En el 

trabajo de Kazlauskas et al. (2016) se propone que este aumento observado en P13 puede 

estar influencia por el menor peso de las animales F1-VPA.   

En la F2/LM podemos observar que el patrón de desarrollo de la fuerza de agarre es 

muy parecido al del grupo control y que no se observan diferencias asociadas al pedigrí en 
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machos ni en hembras [Modelo lineal general y mixto: Machos: interacción pedigrí-tiempo: 

F(4)= 0.41 p= 0.8042, pedigrí: F(1)= 1.47 p= 0.2528, tiempo: F(4)= 9 3.81 p<0.0001, 

Figura V.4G; Hembras: Interacción pedigrí-tiempo: F(4)= 0.65 p= 0.6245, pedigrí: F(1)= 

0.23 p= 0.6385, tiempo: F(4)= 89.74 p<0.0001, Figura V.4H].  

 

En resumen, el efecto más saliente encontrado en los animales de la F2/LM fue el 

menor peso de las crías hembras y machos del pedigrí VPA. Tanto las madres tratadas 

prenatalmente con VPA (F1-VPA) como su descendencia, presentaron una menor ganancia 

de peso desde edades tempranas en el desarrollo. En cuento a los marcadores de desarrollo 

neurológico que se encontraron alterados en la F1-VPA, vemos que la descendencia (F2-

VPA) presenta tendencias que van en el mismo sentido que las alteraciones reportadas 

previamente: una menor proporción de animales que expresan el reflejo de sobresalto entre 

P13 y P15 en el caso de las hembras y en P13 en el caso de los machos.  

 

V.4.3.2. Comportamiento en la adultez de la F2 - linaje materno 

Como mencionamos en la introducción, las principales características diagnósticas 

del autismo son la disminución en los niveles de sociabilidad y la presencia de 

comportamientos repetitivos. El autismo suele estar asociado a otros desórdenes 

psiquiátricos que se presentan con alta comorbilidad, como la ansiedad y la depresión. El 

modelo VPA que utilizamos recapitula estas características así como también las 

enfermedades asociadas (Tabla V.2, Campolongo et al., 2018). Sin embargo, es importante 

aclarar que estas alteraciones se encuentran descriptas principalmente en machos, debido 

principalmente a que la incidencia del autismo es 4:1 en varones respecto a mujeres. Si bien 

actualmente la tendencia está cambiando hacia el estudio de los dimorfismos sexuales 

dentro del modelo (Kazlauskas et al., 2019, Tartaglione et al., 2019), la mayoría de las 

descripciones han sido realizadas en machos. Sabemos que en nuestro modelo existe un 

dimorfismo sexual en cuanto a la sociabilidad: la reducción de la sociabilidad se observa en 

machos de la F1-VPA pero no en hembras (Kazlauskas et al., 2019). Sin embargo, no 

contamos con una caracterización de la conducta en la adultez de las hembras tan completa 

como en los machos. 
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Como mencionamos, el VPA es un inhibidor de las deacetilasas de histonas que 

podría afectar la expresión de genes, tanto de células somáticas como de células 

germinales. Por lo tanto, creemos que podría generar cambios epigenéticos heredables a 

través del linaje materno, por más que las alteraciones conductuales (como la reducción de 

la sociabilidad) no se observen en las hembras adultas de la F1-VPA. Por este motivo 

incluimos su estudio en este trabajo y tomamos de referencia para determinar si hubo 

herencia del fenotipo a nivel conductual en la adultez, los ensayos realizados en los machos 

adultos F1-VPA. En la Figura V.2C se indica la batería de ensayos conductuales realizado a 

los animales adultos de la F2/LM. 

 

Análisis sobre los niveles de sociabilidad en la F2/LM: Test de Interacción 

social 

Como mencionamos recientemente, los machos de la F1-VPA y no las hembras, 

muestran una reducción en el tiempo que huelen un ratón estímulo durante el ensayo de 

interacción social (Campolongo et al., 2018, Kazlauskas et al., 2019). En la F2/LM, el 

ANOVA reveló que no hay diferencias en el tiempo que los ratones machos o hembras 

huelen el estímulo social independientemente de su pedigrí [ANOVA de un factor: Machos: 

F(1,30)= 0.25 p= 0.6185, Hembras: F(1,38)= 0.53 p= 0.4722; Figura V.5A]. Además tanto 

los machos como las hembras presentan preferencia por el lado social [Prueba de t-pareada: 

Machos F2-VPA: t(15)= 3.98 p= 0.0011, Machos F2-SAL t(16)= 5.90 p < 0.0001, Hembras 

F2-VPA: t(19)= 4.51 p= 0.0002, Hembras F2-SAL: t(19)= 5.36 p < 0.0001].  

Otra manera de analizar la conducta social es a partir de un índice de sociabilidad. 

El mismo se calcula como la diferencia del tiempo que el ratón está oliendo al estímulo 

social respecto al tiempo que está oliendo el objeto. En este caso tampoco observamos un 

efecto asociado al pedigrí [ANOVA de un factor: Machos: F(1,31)= 0.47 p= 0.4999, 

Hembras: F(1,38)= 0.14 p= 0.7062; Figura V.5B].  

El análisis de la etapa de habituación mostró que los animales huelen una cantidad 

de tiempo parecida cada una de las cámaras [Prueba de t-pareada: Machos F2-VPA: t(16)= 

0.07 p= 0.8013, Machos F2-SAL: t(14)= 0.10 p= 0.9234, Hembras F2-VPA: t(19)= 0.26 p= 
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0.8013, Hembras F2-SAL: t(19)= 0.77 p= 0.4833; Figura V.5C], mostrando que no existe 

una preferencia por lado.  

Estos resultados muestran que en la F2/LM no se expresa la reducción en los niveles 

de sociabilidad observada en los machos F1-VPA, y nos permite concluir que no hay 

trasmisión de este rasgo por la línea materna.  
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Figura V.5. Niveles de sociabilidad de la F2/LM. Los machos y las hembras de la F2/LM 

mostraron una preferencia por el estímulo social (A). No se registraron diferencias en el índice de 

sociabilidad entre los individuos descendientes de madres F1-VPA o F1-SAL (B). En la sesión de 

habituación los animales no presentaron preferencia por ninguna de las cámaras (C). N, en las 

barras en B. Prueba de t-pareada: ### p<0.001. Se grafica la media + E.E. 
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Análisis sobre la neofobia en la F2/LM: Ensayo de Reconocimiento de un 

objeto novedoso 

La reducción en la exploración durante el ensayo de interacción social puede 

deberse a un comportamiento neofóbico, relacionado a la novedad que representa el 

estímulo social. El ensayo de reconocimiento de un objeto novedoso (NOR) nos permitió 

determinar la capacidad de un ratón de distinguir un objeto familiar de uno desconocido 

(novedoso) y evaluar su respuesta al mismo, así como evaluar su memoria de corto término. 

En caso de observar un comportamiento neofóbico es de esperar que el ratón explore menos 

tiempo el objeto novedoso durante este ensayo, resultado que también puede indicar fallas 

en la adquisición, consolidación o evocación de la memoria de corto término. 

Los machos F1-VPA no muestran diferencias en el tiempo de exploración del 

estímulo novedoso (Campolongo et al., 2018), consistente con la idea de que no presentan 

indicios de neofobia ni alteraciones en este tipo de memoria.   

En la F2/LM calculamos el índice de discriminación entre el objeto desconocido y 

el familiar como la diferencia entre el tiempo que se explora el objeto novedoso respecto 

del conocido, relativizado al tiempo total de exploración. En cuando al índice no 

registramos un efecto asociado al pedigrí en ninguno de los dos sexos analizados [ANOVA 

de un factor: Machos: F(1,31)= 2.54 p= 0.1214, Hembras: F(1,38)= 1.13 p= 0.2971; Figura 

V.6A], pero observamos una disminución en la exploración de la arena durante la 

presentación del objeto novedoso por parte de los machos F2-VPA [ANOVA de un factor: 

Machos: F(1,30)= 6.80 p= 0.0140, Hembras: F(1, 38)= 0.02  p= 0.0859; Figura V.6B]. 

Así, los machos F2-VPA mostraron una menor distancia total recorrida que los 

machos F2-SAL en la sesión en la que se presenta el objeto novedoso, pero dado que esto 

no tuvo un efecto significativo sobre el índice de discriminación, concluimos que los 

animales no presentan un comportamiento neofóbico. En las hembras, ni la distancia 

recorrida ni el índice de discriminación mostraron diferencias, lo que indica que las 

hembras no estarían evitando el objeto novedoso. 
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Figura V.6. Reconocimiento de un objeto novedoso en la F2/LM. Los machos y hembras 

descendientes de hembras expuestas prenatalmente a VPA no mostraron alteraciones en el índice de 

discriminación de un objeto novedoso (A). Adicionalmente, la locomoción de los machos F2-VPA 

durante el ensayo fue menor que la de los machos F2-SAL, mientras que no se observaron 

diferencias en las hembras (B). N, en las barras. ANOVA un factor; letras distintas indican 

diferencias significativas p<0.05. Se grafica la media + E.E. 

 

Análisis sobre comportamientos repetitivos en la F2/LM: Ensayos de Laberinto 

en Y y autoacicalamiento 

El ensayo del laberinto en Y generalmente es utilizado para evaluar memoria de 

trabajo, pero también puede ser utilizado para determinar si un animal está realizando 

comportamientos repetitivos. El ensayo se basa en la característica de los roedores de 

preferir explorar espacios novedosos frente a espacios conocidos. Durante este ensayo uno 

puede determinar cuáles son los brazos que visita el ratón y el orden en que lo hace, lo cual 

permite calcular las alternancias en el laberinto. Un menor número de alternancias está 

asociado a la presencia de un comportamiento repetitivo, ya que si el ratón no alterna está 

eligiendo volver a un brazo que acaba de visitar por sobre uno nuevo.  

Los ratones F1-VPA muestran un menor porcentaje de alternancias que los 

controles en este ensayo (Campolongo et al., 2018). Sin embargo este rasgo no parece ser 

heredado por vía materna, ya que no se observa un efecto asociado al pedigrí en los ratones 

de la F2/LM [ANOVA de un factor: Machos: F(1,30)= 1.58 p= 0.2181, Hembras: F(1,38)= 

0.02 p= 0.8895; Figura V.7A]. A modo de control evaluamos las diferencias de 
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exploración, registrando la distancia recorrida en el laberinto. El ANOVA no mostró 

diferencias en la distancia recorrida por los diferentes grupos [Machos: F(1,30)= 0.05 p= 

0.8171, Hembras: F(1,38)= 2.54 p= 0.1195; Figura V.7B]. 
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Figura V.7. Comportamientos repetitivos en la F2/LM. No se observaron diferencias en el 

porcentaje de alternancias en el laberinto en Y (A) o el tiempo de autoacicalamiento (C) en función 

al pedigrí. Tanto las hembras como los machos recorrieron distancias similares a la de sus controles 

en el laberinto en Y (B). N, en las barras. Se grafica la media + E.E. 

 

Por otro lado, acicalarse a sí mismo es un comportamiento espontáneo y natural en 

los roedores. Esta conducta puede intensificarse si los ratones son expuestos a una situación 

estresante. Durante el ensayo de autoacicalamiento, el animal fue colocado en un tubo que 

limita la cantidad de movimientos que pueden hacer y además los estresa, y se cuantifica el 

tiempo que el animal pasa autoacicalándose. Campolongo et al. (2018) describió que la F1-
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VPA muestra un aumento del tiempo que los ratones se acicalan a sí mismos respecto a los 

controles. Sin embargo, en los ratones de la F2/LM no se observaron diferencias entre los 

grupo F2-VPA y su control [ANOVA de un factor: Machos: F(1,30)= 3.08 p= 0.0892, 

Hembras: 1.58 p= 0.2167; Figura V.7C]. 

Los resultados obtenidos tanto en el laberinto en Y como el test de 

autoacicalamiento demuestran que no se heredan los comportamientos repetitivos a la 

siguiente generación a través del linaje materno. 

 

Análisis sobre comportamientos asociados a depresión en la F2/LM: Ensayos 

de suspensión de la cola y de nado forzado 

Los ensayos de suspensión de la cola y de nado forzado se fundamentan en la 

desesperanza como un comportamiento relacionado con la depresión. Durante estos 

ensayos los animales intentan liberarse de una situación adversa hasta que eventualmente 

empiezan a dejar de hacerlo, lo que se interpreta como desesperanza. Se mide entonces el 

tiempo que el animal se mantiene inmóvil, como expresión de dicha desesperanza. Estos 

ensayos han sido ampliamente empleados en modelos de depresión debido a que la 

administración de antidepresivos disminuye el tiempo de inmovilidad en ratones. 

Los animales del modelo VPA (F1-VPA) muestran una tendencia marcada a un 

mayor tiempo de inmovilidad en el ensayo de suspensión de la cola (Campolongo et al., 

2018). Sin embargo en la F2/LM el análisis estadístico no mostró un efecto sobre el tiempo 

de inmovilidad asociado al pedigrí [ANOVA de un factor: Machos: F(1,29)= 0.06 p= 

0.8104, Hembras: F(1,34)= 1.28 p= 0.2167; Figura V.8A]. Por otro lado, en el ensayo de 

nado forzado, los ratones F1-VPA muestran un tiempo de inmovilidad significativamente 

mayor que su control (Campolongo et al., 2018). En la F2/LM los machos muestran niveles 

similares de inmovilidad, mientras que las hembras descendientes de madres F1-VPA 

presentan menor tiempo inmóvil que su control [Machos: F(1,30) = 2.92 p= 0.0980, 

Hembras: F(1,38)= 5.40 p= 0.0255; Figura V.8B]. Este resultado es llamativo, ya que 

esperábamos que el tiempo hubiese sido mayor en caso de existir la herencia de un fenotipo 

a través de las generaciones.  
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 En base a lo observado concluimos que no se heredan los comportamientos 

asociados a depresión en la F2 a través del linaje materno. 
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Figura V.8. Comportamientos asociados a la depresión en la F2/LM. No se observaron  

diferencias en el tiempo de inmovilidad en el ensayo de suspensión de la cola en machos y hembras 

de la F2/LM (A). Las hembras F2-VPA mostraron menor tiempo de inmovilidad en el ensayo de 

nado forzado, mientras que en los machos F2-VPA no mostraron diferencias respecto de su control 

(B). ANOVA de un factor; letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05. Se grafica la 

media + E.E. 

 

V.4.4. Conclusiones y discusión sobre la herencia intergeneracional a 

través del linaje materno 

Como mencionamos, el cuidado materno en roedores puede afectar la fisiología, la 

expresión de genes y la conducta de la descendencia (Champagne et al., 2001, Curley et al., 

2017). Francis et al. (1999) describieron que las crías hembras cuyas madres presentaban 

altos niveles de LGP también mostraban elevados niveles de este comportamiento hacia su 

propia descendencia. Adicionalmente, las crías descendientes de madres con altos o bajos 

niveles de cuidado materno presentaron una respuesta diferencial ante el estrés, mediada en 

parte por alteraciones en la expresión del receptor de glucocorticoides. Esta expresión 

diferencial se encontró asociada a marcas epigenéticas determinadas por metilaciones 

diferentes del promotor de este gen (Champagne & Curley, 2005). Uno de los avances más 

interesantes en el campo del cuidado materno en roedores es que los niveles del LGP y las 

respectivas marcas epigenéticas pueden ser trasmitidos a las siguientes generaciones hasta 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curley%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26616341
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la F3 inclusive (Francis et al., 1999, Champagne et al., 2003, Champagne & Curley, 2005). 

De manera similar, estudios en macacos rhesus demostraron que las crías de madres que 

expresaban niveles altos de comportamiento abusivo repetían este patrón con su propia 

descendencia; sin embargo, si a las crías se les cambiaba la madre abusiva por una madre 

adoptiva no-abusiva este patrón no era heredado (Maestripieri, 2005). Esto provee un 

mecanismo de herencia o trasmisión de un comportamiento a través de las sucesivas 

generaciones determinado por la propia conducta de las madres (algunos autores lo 

consideran modificaciones epigenéticas contexto-dependiente).  

Existen diferentes opiniones en relación a si el cuidado materno opera a través de un 

mecanismo de herencia transgeracional. Algunos autores lo consideran como un tipo de 

herencia transgeneracional ya que la conducta y las marcas puede heredarse hasta la F3 

inclusive (Francis et al., 1999, Champagne, 2008). Mientras que otros autores, si bien lo 

reconocen como una forma de herencia transgeneracional, lo diferencian del mecanismo de 

herencia mediado por las gametas (Daxinger et al., 2012). La principal crítica radica en que 

las modificaciones epigenéticas que presentan las crías descendientes de madres con 

diferentes niveles de cuidado materno son dependientes del contexto (niveles de LGP) y en 

cada generación el estímulo debe estar presente para que se propague la conducta. Por otro 

lado, autores más conservadores proponen que “la verdadera”  herencia transgeneracional es 

la que se encuentra basada en las modificaciones epigenéticas en la línea germinal (Crews 

& Gore, 2014).  

Dado que las hembras F1-VPA fueron tratadas prenatalmente con VPA, y que como 

comentamos recientemente el cuidado materno puede representar por sí mismo un potencial 

mecanismo de herencia transgeneracional, resultaba importante describirlo para poder 

interpretar con más claridad los resultados observados en la F2/LM. En base a nuestros 

resultados concluimos que la exposición prenatal al VPA no genera en las hembras 

alteraciones en su cuidado materno y nos permite descartar que los cambios observados en 

las crías de la F2 fuesen consecuencia de un cuidado materno alterado. 

Llamativamente son pocos los estudios que han descripto la transmisión de los 

fenotipos del modelo VPA a través de las generaciones, y mucho más escasos los que 

estudiaron el linaje materno. Esto podría estar relacionado a que las condiciones maternas 

afectan a la descendencia durante la gametogénesis así como en su desarrollo postnatal 
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como mencionamos previamente, por lo que un fenotipo dado suele ser una combinación de 

estos dos efectos (Mitchell et al., 2016), haciendo más difícil la interpretación de los 

resultados. 

El trabajo de Tartaglione et al. (2019) describe el comportamiento postnatal en la 

F1, F2 y F3 a través del linaje materno y paterno en ratones de la cepa CD1. Ellos no 

observaron efectos en el crecimiento somático (largo del cuerpo y de la cola) en la F2 ni en 

la F3 (Tartaglione et al., 2019). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que las crías de 

la F2/LM presentan un peso menor que su control desde edades muy tempranas del 

desarrollo. También reportamos en la F2/LM la presencia de un marcador de desarrollo 

neurológico que presentó una tendencia en el mismo sentido que las alteraciones reportadas 

en la F1 por Kaslauskas et al. (2016): una menor proporción de animales que desarrollaron 

el reflejo de sobresalto en P13 y P15 en el caso de los machos F2-VPA y P15 en el caso de 

las hembras F2-VPA. Esto nos llevó a preguntarnos si esta tendencia podría estar 

influenciada por el número de animales que se utilizaron, ya que el ensayo de sobresalto 

acústico fue el único en el que se utilizó un menor número de animales que el reportado en 

Kaslaukas et al. (2016). Sería interesante determinar si esta tendencia podría ser 

significativa utilizando un número de animales mayor. Alternativamente, es posible que en 

la segunda generación se exprese un fenotipo atenuado.  

En base a los resultados obtenidos en el periodo postnatal, sólo pudimos concluir 

que hay herencia intergeneracional del bajo peso de las crías a través del linaje materno. 

Por otro lado, este es el primer trabajo (dentro de nuestro conocimiento) donde se 

estudia la herencia de comportamientos asociados al modelo VPA en animales adultos a 

través del linaje materno. Nuestros resultados sugieren que no hay herencia 

intergeneracional de la reducción de la sociabilidad. En cuanto a los comportamientos 

repetitivos, los resultados obtenidos indican que, si bien los machos F2-VPA tienden a 

autoacicalarse un tiempo mayor que los machos F2-SAL, este aumento no es significativo. 

Por otro lado, el porcentaje de alternancias en el laberinto en Y no mostró diferencias, por 

lo que concluimos que no hay herencia intergeneracional de los comportamientos 

repetitivos a la F2 a través del linaje materno.  
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En base a los resultados del ensayo de interacción social y de los ensayos para 

evaluar comportamientos repetitivos concluimos que las características más salientes del 

modelo parecerían no ser heredadas. Inicialmente hipotetizamos que esto pude deberse a 

tres motivos: 1) las alteraciones observadas en los machos de la F1-VPA no son generadas 

por la inhibición de las deacetilasas de histonas, sino por otros mecanismos de acción del 

VPA; 2) las alteraciones sí están asociadas a un mecanismo de acción epigenético pero el 

mismo no ocurre en las gametas o es eliminado durante la gametogénesis, por lo cual no es 

heredado a través del linaje materno; 3) los efectos epigenéticos son sexo-dependiente, no 

ocurriendo en las hembras F1-VPA y por tanto no pudiendo transferirse a la descendencia. 

Lamentablemente nuestro diseño no nos permite discriminar entre estas tres hipótesis. 

Si bien muchos estudios sugieren que la depresión presenta un fuerte componente 

genético, estudios más recientes en modelos animales sugieren que este desorden 

psiquiátrico también puede ser modulado por componentes epigenéticos (Melas et al., 2012, 

Sales et al. 2011, Fuchikami et al., 2009). Al analizar el comportamiento asociado a 

depresión en la F2/LM vemos que por más que los machos y hembras de la F2-VPA 

tienden a pasar más tiempo inmóvil en el ensayo de suspensión de la cola, este efecto no es 

significativo. Por otro lado, observamos que las hembras F2-VPA presentaron un menor 

tiempo de inmovilidad en el ensayo de nado forzado, lo cual no es la respuesta esperada en 

caso que los animales tengan un fenotipo asociado a depresión. En base a estos resultados 

concluimos que no hay herencia intergeneracional de los comportamientos asociados a 

depresión en la F2-VPA de crías machos obtenidos por linaje materno, y que, 

mínimamente, sería necesario agregar otra cohorte de animales al experimento o evaluar la 

conducta a través de otro ensayo para poder llegar a una conclusión más clara en cuanto al 

fenotipo asociado a depresión en las hembras de la F2/LM. 

  

En resumen, a través del linaje materno se registró la herencia intergeneracional de 

la menor ganancia en peso durante el desarrollo postnatal y ciertas tendencias en los 

marcadores de desarrollo en el mismo sentido de las alteraciones reportadas en la F1. Sin 

embargo, las conductas en la adultez más representativas del autismo (como la sociabilidad 
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y los comportamientos repetitivos) y las comorbilidades del modelo (comportamiento 

asociado a depresión) no mostraron una fuerte evidencia de herencia a través de las madres. 

Debido a que no observamos herencia a través del linaje materno de las 

características más salientes del modelo, no proseguimos con el estudio de la herencia 

transgeneracional por línea materna (en la F3). 
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V.5. Resultados Herencia intergeneracional a través del linaje paterno 

 

V.5.1. Diseño experimental 

Dado que el objetivo de esta sección fue estudiar la conducta de los animales de la 

F2 descendientes de machos prenatalmente expuestos a VPA o SAL, se llevó a cabo el 

diseño experimental indicado en la Figura V.9A y detallado en la sección II.1.3.1 de 

Materiales y Métodos. A las hembras y machos de la F2/LP se les realizó una batería de 

ensayos postnatales, y luego los animales fueron destetados por sexo. Las hembras fueron 

separadas según el linaje VPA o SAL, mientras que en el caso de los machos se realizó un 

modelo de rescate social según Campolongo et al. (2018), el cual será detallado en la 

siguiente sección. Tanto a los machos como a las hembras adultas se les realizó la batería 

de ensayos indicados en la Figura V.9B en la adultez. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.9. Diseño experimental utilizado para obtener una F2 de linaje paterno (F2/LP). Se 

inyectaron a hembras preñadas (F0) el DG 12.5 con VPA o SAL generando el modelo. En la 
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adultez, las crías machos tratadas prenatalmente con VPA o SAL (F1-VPA o F1-SAL) fueron 

cruzadas con hembras naïve. Se obtuvo de estos apareos una F2 que desciende de machos VPA (F2-

VPA) o machos SAL (F2-SAL) (A). A estos animales se les realizó una batería de ensayos en el 

período postnatal indicada en (B). Al P21 los animales fueron destetados. Las hembras se destetaron 

en jaulas con otras hembras del mismo tratamiento, mientras que en el caso de los machos se 

armaron jaulas según el modelo de rescate social (ver en la sección V.5.3). En la adultez los 

animales fueron evaluados en una serie de ensayos conductuales explicitados en B. 
 

 

 

V.5.2. Comportamiento postnatal de las crías de la F2 -linaje paterno 

Con el  objetivo de determinar si las alteraciones registradas en el comportamiento 

postnatal de la F1-VPA (Kazlauskas et al., 2016; Tabla V.1) podían heredarse a través del 

linaje paterno, se realizó una serie de determinaciones en las crías F2/LP machos y hembras 

(Figura V.9B).  

 

Ganancia en peso 

Se registró el peso de los animales durante el periodo postnatal y se analizó su 

efecto en función del pedigrí, el tiempo y la interacción entre ambos, tanto en machos como 

en hembras. El análisis reveló que los machos presentan un efecto significativo en la 

interacción entre el pedigrí y el tiempo [Modelo lineal general y mixto: interacción pedigrí-

tiempo: F(13)= 4.22 p< 0.0001, pedigrí: F(1)= 1.49 p= 0.2418, tiempo: F(13)= 1411.41 p< 

0.0001; Figura V.10A]. El análisis post-hoc mostró que existe un menor peso de los 

machos F2-VPA desde P17 a P21. Las hembras también mostraron diferencias en la 

ganancia de peso, evidenciadas como una interacción entre el pedigrí y el tiempo [Modelo 

lineal general y mixto: interacción pedigrí-tiempo: F(13)= 4.93 p< 0.0001, pedigrí: F(1)= 

1.44 p= 0.2508, tiempo: F(13)= 1300.66 p< 0.0001; Figura V.10B], registrando pesos 

significativamente más bajos en el grupo F2-VPA en P17 y P21. 

Estos resultados condicen con los observados en la generación anterior, ya que en la 

F1-VPA también se registró un menor peso en los animales expuestos prenatalmente a 

VPA, aunque en dicha generación este rasgo se observó más tempranamente (a partir de 

P8).  
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Enderezamiento en la superficie 

Se procedió a evaluar la latencia de enderezamiento de los animales descendientes 

de machos F1-VPA, en comparación con los descendientes de machos F1-SAL. Tanto en 

machos como en hembras el análisis estadístico no mostró efectos significativos asociados 

al pedigrí, al tiempo o a su interacción [Modelo lineal general y mixto: Machos: interacción 

pedigrí-tiempo: F(5)= 1.92 p= 0.0923, pedigrí: F(1)= 0.40 p= 0.5387, tiempo: F(5)= 17.80 

p< 0.0001; Figura V.10C; Hembras: interacción pedigrí-tiempo: F(5)=1.62 p=0.1669, 

pedigrí F(1)= 0.06 p= 0.8901, tiempo: F(5)= 1.72 p= 0.1428; Figura V.10D].  

 

Sobresalto acústico 

En los machos de la F2/LP no observamos la aparición del reflejo de sobresalto 

hasta P13 (Figura V.10E). Durante P13 (que ya aparece la respuesta en algunos animales) y 

P15 no registramos un efecto asociado al pedigrí con la prueba de 
2
-cuadrado [P13: 

2
(1)= 

0.794 p= 0.3730, P15: 
2
(1)= 0.653 p= 0.4190]. A partir de P17 el 100% de los machos han 

adquirido este reflejo. En las hembras F2/LP el reflejo también aparece en P13 y tampoco 

se observaron diferencias respecto del control [P13 
2
(1)= 1.978 p= 0.1596, P15: 

2
(1)= 

1.544 p= 0.2140; Figura V.10F]. Al igual que en los machos, para el P17 todas de las 

hembras han adquirido esta respuesta. 

 En la F1-VPA se observó en P15 un menor porcentaje de animales con este reflejo, 

por lo que podemos concluir que este rasgo no ha sido heredado a los machos o hembras de 

la F2/LP. 

 

 Fuerza de agarre 

En el caso de los machos F2/LP observamos que la fuerza de agarre se mantiene 

similar entre los grupos hasta P13. A edades posteriores se registró un incremento en la 

latencia a caer en los machos F2-VPA (Figura V.10G). El análisis estadístico no mostró un 

efecto de la interacción entre pedigrí y el tiempo [Modelo lineal general y mixto: 

interacción pedigrí-tiempo: F(4)= 1.92 p= 0.1107], pero sí se observó un efecto asociado al 

pedigrí [(F(1)= 4.94 p= 0.0432] y al tiempo [F(4)= 70.77 p< 0.0001] por separados. Los 

machos F2-VPA/LP muestran una mayor latencia a caer, particularmente evidente a partir 

de P15. 
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Por otro lado, en las hembras F2-VPA/LP se observó una latencia a caer similar a la 

de sus controles hasta P13, sin embargo el análisis no reveló un efecto de interacción entre 

el pedigrí y la edad [Modelo lineal general y mixto: F(4)= 0.30 p= 0.8736] ni un efecto del 

pedigrí [F(1)= 1.51 p= 0.238]. Se observó un efecto significativo del tiempo [F(4)= 145.60 

p<0.0001; Figura V.10G] evidenciando el desarrollo de los animales. 

 Como mencionamos previamente, en la generación anterior se ha observado una 

mayor latencia a caer de los animales F1-VPA durante P13, que luego se comportan de 

manera similar a los controles. En la F2/LP observamos un comportamiento similar en los 

machos, aunque aparece más tardíamente (en P15). Como desarrollaremos en la conclusión, 

esto puede estar influenciado por el peso de los animales.  

En resumen, al igual que lo observado en el linaje materno, la menor ganancia de 

peso parece ser un rasgo heredado a través del linaje paterno en hembras y machos, aunque 

en el caso de la F2/LP se expresa a edades posnatales más cercanas a P21. De los 

marcadores de desarrollo analizados, en líneas generales no observamos herencia de las 

alteraciones en los mismos. Por otro lado, un resultado llamativo fue que los machos de la 

F2-VPA obtenidos por linaje paterno mostraron un marcado aumento en la fuerza de agarre 

a partir de P15, siendo esta alteración más marcada que la observada en la F1-VPA. 
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Figura V.10. Comportamiento postnatal de la F2/LP. Los ratones machos cuyos padres fueron 

expuestos prenatalmente a VPA tienen un peso menor que sus controles desde P17 a P21 (A), 

mientras que en las hembras esta disminución se observó en P17 y P21 (B). No se observaron 

diferencias en la latencia a enderezarse de los machos (C) ni las hembras F2-VPA (D). No se 
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encontraron diferencias en el porcentaje de machos (E) o hembras F2-VPA (F) que respondieron al 

estímulo sonoro a las distintas edades postnatales. Los machos F2-VPA presentaron un efecto 

asociado al linaje expresado como una mayor fuerza de agarre (G), mientras que en las hembras F2-

VPA mostraron latencias a caer similares a las de las hembras F2-SAL (H). Machos: NF2-SAL = 18 y 

NF2-VPA = 14; Hembras: NF2-SAL = 18 y NF2-VPA = 13; en todos los ensayos salvo en la ganancia en 

peso que se indica en el gráfico. A-D y G-H: Modelo lineal generalizado y mixto seguido de la 

prueba LSD Fisher: * indican diferencias significativas  p<0.05. E-F: Ensayo de Chi cuadrado. Se 

grafica la media ± E.E. 

 

V.5.3. Comportamiento en la adultez de las hembras de la F2 - linaje 

paterno 

 

Análisis sobre los niveles de sociabilidad en las hembras F2/LP: Ensayo de 

Interacción social 

Pudimos  observar  que las hembras descendientes de machos VPA o SAL tienen 

una preferencia marcada por el lado social [Prueba de t-pareada: F2-SAL: t(11)= 4.90 p= 

0.0005, F2-VPA: t(8)= 53.87 p=0.0085; Figura V.11A]. El ANOVA nos indica que no hay 

un efecto asociado al pedigrí en el tiempo que huelen el ratón estímulo [ANOVA de un 

factor: F(1,19)= 1.18 p= 0.2903; Figura V.11A]. En el índice de sociabilidad tampoco 

detectamos diferencias entre los grupos [ANOVA de un factor: F(1,19)= 0.66 p= 0.4273; 

Figura V.11B]. Por último, en la fase de habituación confirmamos que los ratones no 

muestran preferencia por ninguna de las cámaras [Prueba de t-pareada: F2-SAL: t(11)= 

1.26 p= 0.2336, F2-VPA: t(8)= 0.74 p= 0.4704; Figura V.11C]. Considerando estos 

resultados concluimos que no hay herencia de los niveles de sociabilidad a través del linaje 

paterno a las crías hembras. 
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Figura V.11. Niveles de sociabilidad de las hembras F2/LP. Tanto las hembras derivadas de 

machos VPA como de machos SAL presentan una preferencia marcada por el estímulo social en el 

ensayo de interacción social (A). No se registraron diferencias en el índice de sociabilidad (B). Se 

observó que los animales no presentan preferencia por alguna de las cámaras durante la fase de 

habituación (C). N, en las barras. Prueba de t-pareada: ##  p< 0.01,  ### p< 0.001. Se grafica la 

media + E.E. 

 

Análisis de la neofobia en las hembras F2/LP: Ensayo de Reconocimiento de un 

objeto novedoso  

El ANOVA reveló que no hay diferencias significativas en el índice de 

discriminación entre los dos grupos analizados [ANOVA de un factor: F(1,19)= 0.25 p= 

0.6208; Figura V.12A], así como la distancia recorrida en el ensayo [ANOVA de un factor: 

F(1,19)= 0.01 p= 0.937; Figura V.12B]. Estos resultados indican que los animales no 

muestran un comportamiento de evitación a un objeto novedoso y que tienen niveles 

similares de memoria de corto plazo. 
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Figura V.12. Ensayo de reconocimiento de un objeto novedoso de las hembras F2/LP. Las 

hembras F2/LP no mostraron diferencias asociadas al linaje en el índice de discriminación (A) ni en 

la distancia que recorrieron en la sesión donde se presentó el objeto desconocido (B). N, en las 

barras. Se grafica la media + E.E. 

 

Análisis sobre la función olfatoria en las hembras F2/LP: Ensayo de 

habituación/deshabituación olfatoria. 

Sabiendo que los machos de la F1-VPA presentan un déficit en la exploración de 

olores sociales (Campolongo et al., 2018, Tabla V.1), decidimos realizar el ensayo de 

habituación/deshabituación olfativa en las hembras F2/LP. A partir de este ensayo 

evaluamos la respuesta y la discriminación de los animales ante diferentes tipos de olores. 

Se realizaron 3 presentaciones consecutivas de hisopos con distintos olores, en el siguiente 

orden: Agua (olor neutro), Vainilla, Banana (olores no sociales), Machos, Hembras (olores 

sociales). Es de esperar que el animal durante la primera presentación del olor muestre 

interés, y que éste vaya disminuyendo en la segunda presentación, y mucho más en la 

tercera presentación. Esto es lo que llamaremos habituación al estímulo olfativo. Por otro 

lado, la presentación de un nuevo olor estimula la exploración, evidenciándose como una 

deshabituación. 

En la Figura V.13 se muestra el tiempo que las hembras F2/LP huelen los diferentes 

olores. Para analizar este ensayo se realizó un modelo lineal y mixto para cada uno de los 

olores, los resultados se reportan en la Tabla V.3.  
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Figura V.13. Habituación/deshabituación olfativa en las hembras F2/LP. No se observaron 

diferencias en el tiempo que las hembras olieron sucesivas presentaciones de un olor neutro, u 

olores no sociales. Sin embargo se observó una interacción entre el pedigrí y las presentaciones ante 

el olor a Machos y un efecto de habituación independiente del pedigrí ante el olor a Hembras. NF2-

VPA= 12, NF2-SAL= 7. Se analizó el tiempo que los animales huelen cada olor por separado, con un 

Modelo lineal general y mixto. Se grafica la media + E.E. 

 

Tabla V.3. Análisis estadístico del ensayo de Habituación/deshabituación olfativa para cada 

olor. Modelo lineal general y mixto completo. En negrita se indican las diferencias significativas. 

 

Ante la presentación de los olores Agua, Vainilla, y Banana se observó que el 

tiempo oliendo no se encontraba afectado por el pedigrí, la presentación de cada olor 

(habituación) o la interacción entre el pedigrí y la presentación de cada olor (Tabla V.3; 

Figura V.13). La ausencia de un efecto en el tiempo que los animales huelen los olores en 

Variable: tiempo oliendo

Olores Agua Vainilla Banana Machos Hembras

Pedigrí (ped) F(1)= 0.64 p=0.4359 F(1)= 2.31 p= 0.1468 F(1)= 0.86 p= 0.3675 F(1)= 0.02 P=0.8906 F(1)= 1.16 p= 0.2956

Presentación (pres) F(2)= 2.30 p= 0.1157 F(2)= 2.90 p= 0.0689 F(2)= 1.04 p= 0.3651 F(2)= 13.20 p= 0.0001 F(2)= 5.93 p= 0.0062

Interacción ped- pres F(2)= 2.75 p= 0.0784 F(2)= 1.73 p= 0.1929 F(2)= 0.26 p= 0.7731 F(2)= 3.60 p= 0.0381 F(2)= 0.04 p= 0.9591
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función de la presentación de ese olor (1, 2, 3) indica que los animales no estarían 

habituando a los mismos. Dado que esto ocurre tanto en hembras F2-VPA como F2-SAL, 

creemos que puede estar asociado a la falta de interés de los animales por el estímulo neutro 

(Agua) como por los olores no sociales (Vainilla y Banana), ya que como vemos en la 

Figura V.13 los tiempos que los animales huelen estos hisopos en la presentación 1 es 

menor que la que huelen los olores sociales para la primera presentación (Machos o 

Hembras).  

En cambio, ante la presencia de hisopos con olor a ratones Machos observamos que 

las hembras mostraron una interacción entre el pedigrí y las presentaciones [F(2)= 3.60 p= 

0.0381; Figura V.13]. Sin embargo la prueba post-hoc de LSD Fisher no mostró diferencias 

significativas entre las hembras F2-VPA y las F2-SAL en ningunas de las presentaciones, 

sugiriendo que la interacción significativa se debe a diferencias en la habituación de uno y 

otro grupo a este olor. Por otro lado, las hembras de la F2/LP mostraron ante la 

presentación del olor a ratones Hembras una habituación al mismo [F(2)= 5.93 p= 0.0062], 

la cual resultó ser independiente del pedigrí. En resumen, al analizar los resultados 

obtenidos no observamos diferencias relevantes en el tiempo que las hembras F2/LP huelen 

cada uno de los olores en cuanto al pedigrí. 

Para profundizar el análisis calculamos los índices de discriminación frente a olores 

sociales y no sociales. Estos índices nos permitieron entender de qué manera los animales 

que venían siendo expuestos a un olor determinado responden ante la presentación de un 

olor diferente. El índice de discriminación social se calcula como la diferencia de tiempo 

entre la primera presentación (presentación 1) del olor a Hembras y la última presentación 

(presentación 3) del olor a Machos. Mientras que el índice de discriminación no social se 

obtiene de la diferencia entre el tiempo que huelen la presentación 1 del olor Banana y la 

presentación 3 del olor Vainilla. En la Figura V.14 podemos observar que no hay 

diferencias significativas en el índice de discriminación social [ANOVA de un factor: 

F(1,17)= 0.04 p= 0.8383; Figura V.14A] o en el no social para los animales analizados 

[ANOVA de un factor: F(1,17)= 1.93 p= 0.1826; Figura V.14B]. Tal vez es llamativo que 

el grupo F2-SAL muestre un nivel de discriminación cercano a cero de los olores no 

sociales, sin embargo, como mencionamos antes, este grupo de animales no mostró 
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demasiado interés por los olores no sociales, como sí vemos que lo hizo para los olores 

sociales.  
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Figura V.14. Parámetros de discriminación e investigación olfativa del test de habituación 

/deshabituación olfativa de las hembras F2/LP. Las hembras de la F2-VPA y sus controles 

mostraron índices de discriminación social similares (A). En cuanto a la discriminación de los 

olores no sociales, el grupo F2-SAL mostró sorpresivamente una discriminación muy baja aunque 

este efecto no fue estadísticamente diferente respecto del grupo F2-VPA (B). No observamos 

diferencias asociadas al pedigrí en el tiempo que los animales huelen la primera presentación del 

hisopo impregnado con olores sociales o no sociales (C). N, en las barras. Prueba de t-pareada: # p< 

0.05, ### p< 0.001. Se grafica la media + E.E. 

 

Por otro lado, la cantidad de tiempo que los animales pasan investigando un olor 

novedoso puede dar una idea de la motivación o interés por los mismos. Es por este motivo 

que agrupamos la primera presentación (presentación 1) de los olores no sociales (Vainilla 

y Banana) y los sociales (Machos y Hembras), y analizamos el tiempo que los animales 

exploraban el hisopo. No se observó un efecto del pedigrí asociado a los olores sociales 

[ANOVA de un factor: F(1,18)= 0.54 p= 0.4705] o los olores no sociales [ANOVA de un 

factor: F(1,18)= 2.82 p= 0.1113] (Figura V.14C). Sin embargo ambos grupos presentan un 

mayor interés por los olores sociales, aunque en el grupo F2-VPA este efecto se encuentra 
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al límite de la significancia [Prueba de t pareada: SAL: t(11)= 4.830 p= 0.0005, VPA: 

t(6)=2.450 p= 0.0498]. En la F1 se había registrado que los animales F1-VPA presentaban 

un menor tiempo oliendo los olores sociales que los F1-SAL, por lo que la reducción en el 

tiempo de investigación parece que no ha sido heredada a las hembras F2/LP.  

Considerando los resultados observados, podemos concluir que no hay herencia de 

las alteraciones en la función olfativa observadas en la F1-VPA en las hembras F2/LP. 

 

Análisis sobre comportamientos repetitivos en las hembras F2/LP: Ensayos de 

laberinto en Y y autoacicalamiento 

Como mencionamos anteriormente, sabemos que los machos expuestos 

prenatalmente a VPA muestran un aumento de los comportamientos repetitivos. En 

términos del desempeño de los animales en el laberinto en Y se expresa como una 

reducción en el porcentaje de alternancias (Campolongo, et al., 2018). En las hembras de la 

F2/LP, observamos que las F2-VPA, al igual que sus progenitores VPA, muestran una 

disminución en el porcentaje de alternancias comparadas con las F2-SAL [ANOVA de un 

factor: F(1,19)= 5.39 p= 0.0315; Figura V.15A]. El control de exploración del ensayo 

indicó que no hay diferencias en la distancia recorrida entre los dos grupos [ANOVA de un 

factor: F(1,19)=  0.13 p= 0.7251; Figura V.15B]. 

En cambio, cuando cuantificamos el tiempo que las hembras pasaban acicalándose 

no encontramos un efecto asociado al pedigrí [ANOVA de un factor: F(1,19)= 0.01 p= 

0.9161; Figura V.15C], que sí se observaba en los machos de la F1-VPA que muestran un 

aumento en el tiempo de autoacicalamiento.  

El resultado obtenido en el laberinto en Y indica que podría existir un componente 

de herencia a través del linaje paterno de los comportamientos repetitivos a sus crías 

hembras. 
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Figura V.15. Comportamientos repetitivos en las hembras F2/LP. Se registró una disminución 

en el porcentaje de alternancia en las hembras cuyos padres fueron tratados prenatalmente con 

VPA, respecto a las F2-SAL (A). No hay diferencias en la distancia en que los distintos grupos 

recorren el laberinto en Y (B). No se registra un efecto asociado al linaje en el tiempo de 

autoacicalamiento (C). N, en las barras. ANOVA de un factor: letras diferentes indican diferencias 

significativas p< 0.05. Se grafica la media + E.E. 

 

Análisis de comportamientos asociados a depresión en las hembras F2/LP: 

Ensayos de suspensión de la cola y de nado forzado 

Al analizar la conducta de las hembras F2/LP en el ensayo de suspensión de la cola 

vemos que éstas tienden a estar más tiempo inmóvil que sus controles, sin embargo este 

efecto no llega a ser estadísticamente significativo [ANOVA de un factor: F(1,19)= 3.73 p= 

0.0686; Figura V.16A]. Por otro lado, en el ensayo de nado forzado observamos que los dos 

grupos se mantiene inmóviles un tiempo similar [ANOVA de un factor: F(1,19)= 0.04 p= 
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0.8372; Figura V.16B]. Esto nos sugiere que no hay herencia del fenotipo asociado a 

depresión descripto en los machos F1-VPA (Campolongo et. al, 2018). 
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Figura V.16. Comportamientos asociados a depresión en las hembras F2/LP. Se observa que 

las hembras F2-VPA mostraron una tendencia a un mayor tiempo de inmovilidad en el ensayo de 

suspensión de la cola (A). No se observó un efecto asociado al linaje en el tiempo de inmovilidad 

registrado en el ensayo de nado forzado (B). N, en las barras. Se grafica la media + E.E. 

 

Análisis sobre comportamientos asociados a ansiedad en las hembras F2/LP: 

Ensayo de exploración a campo abierto 

Sabemos que los trastornos de ansiedad y depresión presentan una alta comorbilidad 

con el autismo (APA, 2013). Por lo tanto decidimos incluir el ensayo de campo abierto en 

la batería de ensayos que realizamos a los animales. El ensayo de campo abierto (open 

field, OF) consiste en enfrentar al animal a una arena amplia, novedosa y con una 

iluminación más intensa en el centro. Este ambiente presenta para al animal un conflicto 

entre su tendencia innata a explorar ambientes novedosos y el potencial peligro en el centro 

iluminado, que desencadena comportamientos de tigmotaxia. En este ambiente altamente 

ansiogénico, una exploración reducida del centro es considerada un comportamiento 

relacionado a la ansiedad. De hecho, diversos ansiolíticos aumentan la exploración del área 

central en este ensayo. En el modelo caracterizado en nuestro laboratorio sabemos que los 

machos F1-VPA recorren una distancia total menor y pasan más tiempo autoacicalándose 

en el ensayo de campo abierto (Campolongo et al., 2018).  
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Registramos una tendencia a que las hembras F2-VPA estén menos tiempo en el 

centro del OF [ANOVA de un factor: F(1,19)= 2.22 p=0.1527; Figura V.17A] y que 

recorran una distancia menor en el mismo [ANOVA de un factor: F(1,19)= 1.34 p= 0.2611, 

Figura V.17B]. Sin embargo estos efectos no fueron estadísticamente significativos, 

principalmente porque en ambos grupos existe un porcentaje importante de animales que no 

visitan el centro de la arena. No observamos diferencias en la distancia total recorrida en el 

ensayo, una variable que es considerada como un indicador de que los animales están 

explorando de manera similar la arena [ANOVA de un factor: F(1,19)= 0.35 p= 0.5633; 

Figura V.17C]. Observando los resultados, consideramos que si bien evidenciamos una 

tendencia en el mismo sentido que la F1-VPA, el efecto no es tan grande como para 

concluir que hay herencia del efecto del VPA sobre este comportamiento relacionado con la 

ansiedad por parte de los padres VPA a las crías hembras. 
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Figura V.17. Niveles de exploración en el campo abierto en las hembras F2/LP. Las hembras 

F2-VPA tendieron a permanecer menos tiempo y a recorrer una distancia en el centro menor que 

sus controles, pero sin alcanzar significancia estadística (A y B). No se observaron diferencias entre 
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los grupos en la distancia total recorrida durante el ensayo de campo abierto. N, en las barras. Se 

grafica la media + E.E. 

 

V.5.4. Comportamiento en la adultez de los machos de la F2 - linaje 

paterno y estudio del efecto de la estimulación social temprana sobre los 

mismos 

Un trabajo previo de nuestro grupo demostró que los niveles de sociabilidad de los 

machos F1-VPA pueden ser modulados a través de un protocolo de enriquecimiento social 

(Campolongo et al., 2018). En este modelo de estimulación social temprana, los ratones 

machos F1-VPA que convivieron desde el destete hasta la adultez con ratones F1-SAL 

mostraron niveles de sociabilidad similares a los animales control, por lo que consideramos 

que este protocolo conduce a un rescate social de dicho fenotipo. Basándonos en este 

resultado nos preguntamos si las alteraciones esperadas en la F2/LP podían ser moduladas 

por el contexto social. Para responder esta pregunta, al momento del destete de los animales 

se armaron las jaulas de modo de establecer el modelo de rescate social descripto en la 

sección II.2 de Materiales y Métodos. Quedaron constituidos 4 grupos experimentales, 

determinados por el tratamiento del macho del que descienden (herencia paterna: 

descendientes de machos VPA o SAL- pedigrí VPA o SAL) y por el tratamiento de los 

machos con los que convivió (tratamiento postnatal) (Figura V.18). Así que nos referimos a 

un animal F2 VPA-VPA como aquel que deriva a través de su pedigrí de un macho F1-

VPA, y que además convivió con otros ratones cuyos progenitores también fueron F1-

VPA. El grupo F2 VPA-SAL es el que llamamos “rescatado”, ya que a diferencia del grupo 

anterior estos ratones crecieron con animales que derivan de machos F1-SAL. Cabe aclarar 

que cuando nos referimos al tratamiento de los animales la nomenclatura F2 VPA es 

equivalente a F2 VPA-VPA, y F2 SAL a F2 SAL-SAL, solamente que al introducir el 

tratamiento postnatal en el diseño fue necesario indicar tanto el tratamiento del progenitor 

(pedigrí) como el postnatal.  
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Figura V.18. Modelo de estimulación social temprana empleado en los machos de la F2/LP. A 

partir del P21 los ratones derivados de camadas VPA (F2-VPA) convivieron con otros ratones 

también provenientes de animales VPA (F2-VPA) o SAL (F2-SAL), dependiendo del tratamiento 

asignado. Así se obtubieron los 4 grupos experimentales. 

 

 

Análisis sobre los niveles de sociabilidad en los machos F2/LP: Ensayo de 

Interacción social 

 
Durante el ensayo de interacción social de los machos F2/LP, el tiempo que los 

animales F2 VPA-VPA estuvieron oliendo el estímulo social tendió a ser menor que el de 

los otros grupos. Sin embargo, el ANOVA de dos factores no arrojó un efecto asociado al 

pedigrí o al tratamiento postnatal [interacción pedigrí-tto post: F(1,44)= 0.23 p= 0.6376, 

pedigrí: F(1,44)= 3.27 p= 0.0776, tto post: F(1,44)= 0.33 p= 0.5706; Figura V.19A]. Por 

otro lado, al analizar el tiempo que los animales exploran el cilindro donde se encuentra el 

objeto o el ratón desconocido observamos que solamente el grupo F2 VPA-VPA no 

muestra una preferencia por el estímulo social [prueba de t-pareada: F2 SAL-SAL: t(11)= 

4.97 p=0.0004, F2 SAL-VPA: t(11)= 5.07 p= 0.0004, F2 VPA-SAL: t(8)=3.49 p=0.0082, 

F2 VPA-VPA: t(14)= 1.94 p=0.0732; Figura V.19A]. Si bien se observó un marcada 

tendencia a la reducción en el índice de sociabilidad en los animales F2 VPA-VPA, este 

efecto no llegó a ser estadísticamente significativo [ANOVA de dos factores: interacción 

pedigrí-tto post: F(1,44)= 0.15 p=0.7007, pedigrí: F(1,44)=2.43 p= 0.126, tto post: F(1,44)= 

1.51 p= 0.226; Figura V.19B]. A modo de control del ensayo, durante la habituación de los 

animales pudimos confirmar que no presentaban preferencia por alguno de los lados 
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[prueba de t pareada: F2 SAL-SAL: t(11)= 2.20 p= 0.0503, F2- SAL-VPA: t(11)= 1.36 p= 

0.2006, F2 VPA-SAL: t(8)= 0.63 p= 0.5437, F2 VPA-VPA: t(14)= 1.17 p= 0.2637; Figura 

V.19C].   
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Figura V.19. Niveles de sociabilidad de los machos F2/LP y el efecto de la estimulación social 

temprana. Se observa en los animales F2 VPA-VPA una tendencia a explorar menos tiempo el 

estímulo social que su control. Además, los animales F2 VPA-VPA no muestran diferencia 

significativa entre el tiempo oliendo el lado social y no social, por lo que los animales no prefieren 

este lado. En cuanto al efecto de la estimulación social vemos que los animales F2 VPA-SAL 

muestran preferencia por el lado social. No se observa un efecto del tratamiento postnatal en el 

tiempo oliendo el lado social (A). El análisis del índice de sociabilidad indica que no hay efecto del 

linaje o del tratamiento postnatal. Sin embargo, el índice de sociabilidad de los animales F2 VPA-

VPA tiende a ser menor que los otros grupos, mientras que el del grupo rescatado F2 VPA-SAL es 

mayor (B). No se observa en ninguno de los grupos preferencia por alguno de los lados durante la 

etapa de habituación del ensayo (C). N, en las barras. Prueba de t pareada, ## p< 0.01,  ### p< 

0.001. Se grafica la media + E.E. 

 

En base a estos resultados proponemos que el déficit de la sociabilidad observada en 

la F1-VPA (F1 VPA-VPA) se heredó, al menos parcialmente, a los machos F2 VPA-VPA, 

quienes no muestran preferencia por el estímulo social. Además observamos una 

disminución en el tiempo en el que estos animales huelen el estímulo social y en el índice 
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de discriminación, aunque este parámetro no llegó a ser estadísticamente significativo. Esta 

característica no se observa en los animales F2 VPA-SAL, por lo que convivir con ratones 

control revierte la pérdida de la preferencia social observada en el grupo F2 VPA-VPA. 

 

Análisis sobre la neofobia en los machos F2/LP: Ensayo de Reconocimiento de 

un objeto novedoso 

Con el fin de analizar si los animales presentaban neofobia o alteraciones en la 

memoria de corto término realizamos el ensayo de reconocimiento de un objeto novedoso. 

En el mismo observamos una disminución en el índice de discriminación en los animales 

del pedigrí VPA, independientemente del tratamiento postnatal [ANOVA de dos factores: 

interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 0.49 p= 0.4874, pedigrí: F(1,48)= 6.82 p= 0.012, tto 

post: F(1,48)= 0.45 p= 0.5059; Figura V.20A]. Por otro lado esta disminución no estuvo 

relacionado con la distancia recorrida por los animales, variable en la cual no se observaron 

diferencias entre los grupos [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: 

F(1,51)= 0,13 p= 0.7247, pedigrí: F(1,51)= 0.18 p= 0.6726, tto post: F(1,51)= 0.03 p= 

0.8621; Figura V.20B]. Esta disminución en el índice de discriminación del objeto 

novedoso no ha sido observado en la generación anterior, sino que parece ser una 

característica de esta F2/LP. También observamos que el hecho de convivir con ratones F2 

SAL no ha sido capaz de rescatar este fenotipo en los animales F2 VPA-SAL. 
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Figura V.20. Ensayo de reconocimiento de un objeto novedoso en machos F2/LP y el efecto de 

la estimulación social temprana. Los animales descendientes de machos VPA mostraron un 

menor índice de discriminación (A). No se observan diferencias en la distancia recorrida por los 

animales en la sesión de reconocimiento de un objeto novedoso (B). N, en las barras. ANOVA de 

dos factores seguida de la prueba de LSD Fisher: letras diferentes indican diferencias significativas. 

p< 0.05. Se grafica la media ± E.E. 

 

Análisis sobre la función olfatoria en los machos F2/LP: Ensayo de 

habituación/deshabituación olfatoria. 

La evaluación de la función olfatoria de los machos de la F2/LP no mostró un efecto 

asociado al pedigrí para ninguno de los olores analizados (Tabla V.4, Figura V.21). El 

efecto que fue significativo en el análisis estadístico fue una interacción entre el tratamiento 

postnatal y la presentación para el estímulo neutro del agua (Tabla V.4), en el cual el test 

post-hoc posterior reveló la ausencia de diferencias entre los grupos. Otro efecto 

significativo fue el asociado a la presentación sucesiva del olor a machos (Tabla V.4, 

Figura V.21). En la Figura V.21, podemos ver que los animales habitúan al olor a Machos 

independientemente de su linaje, aunque no lo hacen para los otros olores presentados 

(Tabla V.4).  
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Figura V.21. Habituación y deshabituación olfativa en los machos F2/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. No se observaron diferencias en el tiempo que los animales huelen 

las sucesivas presentaciones de un estímulo neutro, olores no sociales u olor Hembras. Por otro 

lado, se observó que independientemente del pedigrí los animales habituaron al olor a Machos. NF2 

SAL-SAL= 6, NF2 SAL-VPA= 5, NF2 VPA-SAL= 6, NF2 VPA-VPA= 10. Se analizó con un Modelo lineal y mixto. 

Se grafica la media + E.E. 

 

 

Tabla V.4. Analisis estadístico del ensayo de Habituación/deshabituación olfativa para cada 

olor. Modelo lineal general y mixto completo. En negrita se indican las diferencias significativas. 

 

Variable: tiempo oliendo

Olores Agua Vainilla Banana Machos Hembras

Pedigrí (ped) F(1)= 0.29 p= 0.5974 F(1)= 2.36 p= 0.1373 F(1)= 0.80 p= 0.3788 F(1)=0.36 p= 0.5515 F(1)= 0.16 p= 0.6935

Trat. Postnatal (tto post) F(1)= 0.07 p=0.7876 F(1)= 0.16 p= 0.6916 F(1)= 0.12 p= 0.7351 F(1)= 0.11 p= 0.7480 F(1)= 0.27 p= 0.6083

Presentación (pres) F(2)= 2.72 p=0.0754 F(2)= 1.36 p= 0.2669 F(2)= 0.31 p= 0.7336 F(2)= 3.56 p= 0.0360 F(2)= 2.43 p= 0.0979

Interacción ped- tto post F(1)= 1.22 p= 0.2797 F(1)=0.00 p= 0.9895 F(1)= 0.20 p= 0.6584 F(1)= 2.59 p= 0.1202 F(1)= 1.34 p= 0.2584

Interacción ped-pres F(2)= 0.18 p= 0.8363 F(2)=1.66 p= 0.1997 F(2)= 0.95 p= 0.3947 F(2)= 2.60 p= 0.0842 F(2)= 0.29 p= 0.7515

Interacción tto post- pres F(2)= 3.70 p= 0.0316 F(2)= 0.82 p= 0.4461 F(2)= 1.46 p= 0.2427 F(2)= 0.90 p= 0.4145 F(2)= 0.28 p= 0.7601

Interacción ped-tto post-pres F(2)= 1.52 p= 0.2295 F(2)= 0.40 p= 0.6717 F(2)=0.61 p= 0.5473 F(2)= 1.11 p= 0.3389 F(2)= 0.07 p= 0.9364
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El índice de discriminación social de los animales F2 VPA-VPA y F2 VPA-SAL 

tendió a ser más bajo que el de los animales descendientes de machos SAL (F2 SAL-SAL y 

F2 SAL-VPA), sin embargo este efecto no fue estadísticamente significativo [ANOVA de 

dos factores: pedigrí: F(1,25)= 0.80 p= 0.5034, tto postnatal: F(1,25)= 2.20 p= 0.1509, 

interacción pedigrí-tto post: F(1,25)= 0.5714 p= 0.8143; Figura V.22A]. Por otro lado, en el 

análisis del índice de discriminación de los olores no sociales vimos que 3 grupos 

mostraron niveles muy bajos, incluyendo al grupo F2 SAL-SAL. Sin embargo, no se 

observó un efecto asociado al pedigrí ni al tratamiento postnatal [ANOVA de dos factores: 

interacción pedigrí-tto post: F(1,25)= 0.17 p= 0.6802, pedigrí: F(1,25)= 1.60 p= 0.2174, tto 

post: F(1,25)= 0.87 p= 0.3600; Figura V.22B]. Consideramos que la tendencia observada 

responde al poco tiempo que los animales de los 4 grupos olieron los estímulos no sociales 

(Figura V.21). En la Figura V.22C, al analizar el tiempo que los animales huelen los olores 

sociales tampoco observamos diferencias entre los grupos [ANOVA de dos factores: 

interacción pedigrí-tto post: F(1,25)= 2.10 p= 0.1596, pedigrí: F(1,25)= 0.42 p= 0.5220, tto 

post: F(1,25)= 0.12 p= 0.7366]. El grupo F2 SAL-SAL es el que se encuentra más tiempo 

oliendo los olores sociales, mientras que los grupos F2 SAL-VPA y F2 VPA-VPA 

mostraron niveles intermedios. Inesperadamente los animales F2 VPA-SAL fueron los que 

menos tiempo olieron los olores de Machos y Hembras en su primera presentación. No 

podemos afirmar que existe una tendencia a que los animales descendientes de ratones 

VPA presenten niveles más bajos de exploración de los olores sociales porque el grupo F2 

SAL-VPA también reportó un nivel similar de exploración. Sin embargo podemos afirmar 

que el tratamiento postnatal dado por la convivencia con animales descendientes de F1-

SAL no promovió la mejoría esperada respecto del grupo F2 VPA-VPA. No se observaron 

diferencias en el tiempo que los animales huelen los olores no sociales para los diferentes 

grupos analizados [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,23)= 0.28 p= 

0.604, pedigrí: F(1,23)= 0.0024 p= 0.9613, tto post: F(1,23)= 0.51 p=0.4837; Figura 

V.22C]. Todos los grupos, exceptuando el F2 SAL-VPA, mostraron preferencia por los 

olores sociales [prueba de t pareada: F2 SAL-SAL: t(5)= 3.952 p= 0.0108, F2 SAL-VPA: 

t(4)= 1.891 p= 0.1317, F2 VPA-SAL: t(5)= 3.053 p= 0.0283, F2 VPA-VPA: t(9)= 3.393 p= 

0.0079; Figura V.22C]. 
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Figura V.22. Parámetros de discriminación y exploración olfativa en los machos F2/LP y el 

efecto de la estimulación social temprana. Los animales descendientes de machos F1-VPA 

presentaron un índice de discriminación social que tendió a ser más bajo que el de los animales 

descendientes de machos F1-SAL (A). Por otro lado, no hay diferencias en el índice de 

discriminación no social en función del pedigrí o del tratamiento postnatal en los grupos analizados 

(B). Si bien los animales presentan diferente tiempo oliendo el hisopo con olores sociales, no se 

registraron diferencias entre los grupos. Como es de esperar, todos los animales olieron más tiempo 

los olores sociales que los no sociales, excepto los F2 SAL-VPA en los que dicha diferencia no es 

significativa (C). N, en las barras. Prueba de t pareada  #  p< 0.05, ## p< 0.01. Se grafica la media + 

E.E.  
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Análisis sobre comportamientos repetitivos en los machos F2/LP: Ensayos de 

laberinto en Y y autoacicalamiento 

En cuanto al porcentaje de alternancias registrado en el laberinto en Y, observamos 

una interacción entre el pedigrí y el tratamiento postnatal [ANOVA de dos factores: 

interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 4.65 p= 0.0360, pedigrí: F(1,48)= 0.26 p= 0.6093, tto 

post: F(1,48)= 0.0014 p= 0.9703; Figura V.23A], con los animales de jaulas mixtas 

alternando más. Sin embargo el test post-hoc de Fisher no reveló diferencias entre los 

grupos. También registramos una interacción en la distancia recorrida por los animales 

[ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 14.06 p= 0.0005, pedigrí: 

F(1,48)= 0.2 p= 0.6572, tto-post: F(1,48)= 0.11 p= 0.743; Figura V.23B], con los animales 

de las jaulas mixtas recorriendo una menor distancia en el ensayo. Es interesante resaltar 

que, si bien las alternancias están relativizadas al número de entradas, los resultados 

muestran un efecto complementario al de la distancia recorrida, sugiriendo que los niveles 

de exploración pueden estar afectando los resultados de alternancia en este ensayo.   

Por otro lado, no observamos diferencias entre los grupo en el ensayo de 

autoacicalamiento [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 0.63 p= 

0.43, pedigrí: F(1,48)= 0.82 p= 0.3691, tto post: F(1,48)= 0.91 p= 0.3461; Figura V.23C]. 

Por lo que este fenotipo parece no ser heredado a la siguiente generación a través del linaje 

paterno. 
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Figura V.23. Comportamientos repetitivos en los machos F2/LP y el efecto de la estimulación 

social temprana. No encontramos efecto del pedigrí o el tratamiento postnatal en el porcentaje de 

alternancias en el laberinto en Y, pero sí una interacción entre ambos tratamientos (A). En la 

exploración del laberinto en Y, también observamos una interacción entre el pedigrí y el tratamiento 

postnatal, con los animales de jaulas mixtas recorriendo una distancia menor (B). No se registró un 

efecto significativo en el tiempo que los animales se autoacicalan (C). N, en las barras. ANOVA de 

dos factores seguido de LSD Fisher: letras diferentes indican diferencias significativas p< 0.05. Se 

grafica la media + E.E. 

 

Análisis sobre comportamientos asociados a depresión en los machos F2/LP: 

Ensayos de suspensión de la cola y de nado forzado 

Durante el ensayo de suspensión de la cola no encontramos diferencias 

significativas en el tiempo que los diferentes grupos permanecían inmóviles [ANOVA de 

dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 1.64 p= 0.2059, pedigrí: F(1,48)= 0.29 

p= 0.592, tto post: F(1,48)= 0.36 p= 0.5524; Figura V.24A]. Tampoco registramos un 
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efecto asociado al pedigrí o al tratamiento postnatal durante el ensayo de nado forzado 

[ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 0.52 p= 0.4741, pedigrí: 

F(1,48)= 0.34 p= 0.5654, tto post: F(1,48)= 1.01 p= 0.3188; Figura V.24B], por lo que 

ambos ensayos indican que no hay herencia del comportamiento asociado a depresión a los 

machos de la F2 a partir del linaje paterno.  
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Figura V.24. Comportamientos asociados a depresión en los machos F2/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. No se observó un efecto asociado al pedigrí en el ensayo de 

suspensión de la cola (A) o nado forzado (B). Tampoco registramos un efecto del tratamiento 

postnatal. N, en las barras. Se grafica la media + E.E. 

 

Análisis sobre comportamientos asociados a ansiedad en los machos F2/LP: 

Ensayo de exploración a campo abierto 

En el ensayo utilizado para evaluar ansiedad observamos que los grupos F2 SAL-

VPA y F2 VPA-SAL tendieron a estar menos tiempo en el centro de la arena, sin embargo 

este efecto no fue estadísticamente significativo [ANOVA de dos factores: interacción 

pedigrí- tto post: F(1,48)= 2.17 p= 0.147, pedigrí: F(1,48)= 0.06 p= 0.8141, tto post: 

F(1,48)= 0.3 p= 0.5846; Figura V.25A]. Al analizar el porcentaje de distancia recorrida en 

el centro, vemos que el grupo F2 SAL-VPA fue el que recorrió una distancia menor, 

aunque en este caso tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupo 

[ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 1.85 p= 0.1801, pedigrí: 

F(1,48)=  0.0005 p= 0.9823, tto post: F(1,48)= 1.06 p= 0.3093; Figura V.25B]. Es de 

remarcar que todos los grupos evitaron el centro, pasando muy poco tiempo en el mismo y 
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recorriéndolo muy poco (<10%). Por otro lado, encontramos diferencias en los niveles de 

locomoción [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,48)= 5.03 p= 

0.0296, pedigrí: F(1,48)= 0.21 p= 0.6476, tto post: F(1,48)= 1.02 p= 0.3176; Figura 

V.25C]: el grupo F2 SAL-VPA recorrió una distancia menor respecto del grupo F2 SAL-

SAL. Esta menor locomoción del grupo F2 SAL-VPA condice que su menor locomoción 

en el laberinto en Y, sin embargo el otro grupo que mostraba baja locomoción en el 

laberinto en Y (el F2 VPA-SAL) muestra niveles de exploración en el campo abierto 

similar a los otros grupos.  
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Figura V.25. Niveles de exploración en el campo abierto en los machos F2/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. No observamos un efecto significativo asociado al pedigrí o a la 

estimulación social en el tiempo que los animales permanecen (A) o el porcentaje de distancia que 

recorren (B) en el centro de la arena. Llamativamente el grupo F2 SAL-VPA recorrió una distancia 

total menor que el control F2 SAL-SAL durante el ensayo (C). N, en las barras. ANOVA de dos 

factores seguido de LSD Fisher: letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05. Se 

grafica la media + E.E. 
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V.5.5. Densidad de células c-Fos
+
 en la corteza piriforme de ratones 

machos F2-linaje paterno 

La expresión de la proteína de respuesta temprana c-Fos suele ser utilizada como un 

marcador de activación neuronal. La marcación de esta proteína es una de las técnicas más 

útiles para el mapeo funcional anatómico y de circuitos de regiones neuroendocrinas 

(Hoffman et al., 1993, Duman et al., 2005). Un estudio previo llevado a cabo en machos de 

la F1-VPA (F1 VPA-VPA), reveló que este grupo presentaba una mayor densidad de 

células c-Fos
+
 en la corteza piriforme anterior respecto de su control F1-SAL (F1 SAL-

SAL) (Campolongo et al., 2018). Se propone que la corteza piriforme está asociada con la 

percepción y recuerdo de los olores, y que la información codificada en esta región se 

dirige a áreas del cerebro involucradas en la integración sensorial multimodal, la cognición 

y el control motor (Diodato et al., 2016). Por este motivo decidimos estudiar si este rasgo 

también se encontraba presente en la siguiente generación, si era heredado a los machos F2-

VPA (F2 VPA-VPA) a través del linaje paterno. Llamativamente en el trabajo de 

Campolongo et al. (2018) observaron que la densidad de células c-Fos
+
 parecería también 

estar modulada por la estimulación social temprana, ya que en el grupo rescatado F1 VPA-

SAL observaron una densidad de células c-Fos
+
 intermedia a la registrada en los dos grupos 

previamente mencionados.  

 En la corteza piriforme de la F2/LP encontramos un aumento significativo en la 

densidad de células c-Fos
+
 en los animales del pedigrí VPA con respecto a los del pedigrí 

SAL [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,15)= 0.29 p= 0.5967, 

pedigrí: F(1,15)= 5.07 p= 0.0397, tto post: F(1,15)= 0.25 p= 0.5967; Figura V.26A]. Es 

decir, los animales F2 VPA-VPA y F2 VPA-SAL mostraron una mayor densidad de células 

c-Fos
+
. Por otro lado, al analizar la corteza piriforme anterior de los machos de la F2/LP no 

observamos diferencias en la densidad de células c-Fos
+
 en los grupos analizados, aunque 

en los animales F2 VPA-VPA la densidad tendió a ser mayor que en los otros grupos 

[ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,15)= 0.09 p= 0.7637, pedigrí: 

F(1,15)= 1.86 p= 0.1928, tto post: F(1,15)= 1.79 p= 0.2007; Figura V.26B]. Por último y 

llamativamente, encontramos un aumento significativo en la densidad c-Fos
+
 en la corteza 

posterior, que no parecería estar siendo modulado por la interacción social temprana en el 

grupo F2 VPA-SAL [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,16)= 1.18 
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p= 0.2937, pedigrí: F(1,16)= 9.3 p= 0.0076, tto post: F(1,16)= 0.3 p= 0.5911; Figura 

V.26C]. Teniendo en cuenta estos resultados, consideramos que existen alteraciones a nivel 

de la corteza piriforme que se encuentran presentes tanto en los machos de la F1-VPA 

como en los machos de la siguiente generación (F2-VPA), y que no parecen ser alteradas 

por la estimulación social temprana. 
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Figura V.26. Densidad de células c-Fos
+
 en la corteza piriforme de ratones machos F2/LP y el 

efecto de la estimulación social temprana. Se observó un efecto asociado al pedigrí en la corteza 

piriforme total: los animales descendientes de machos F1-VPA mostraron un aumento en la 

densidad de células c-Fos
+
 (A). Por otro lado, sólo los animales F2 VPA-VPA fueron los que 

mostraron una tendencia a una mayor densidad de células c-Fos
+
 en la corteza piriforme anterior 

(B), mientras que los grupos F2 VPA-VPA y F2 VPA-SAL mostraron una mayor densidad de 

células c-Fos
+  

en su corteza piriforme posterior (C). En ninguno de los casos se observó un efecto 

asociado al tratamiento postnatal. N, en las barras. ANOVA de dos factores seguido de LSD Fisher: 

letras diferentes indican diferencias significativas p< 0.05. Se grafica la media + E.E. 
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V.5.6. Niveles de catecolaminas en la corteza piriforme de ratones machos 

F2-linaje paterno 

La corteza piriforme recibe la inervación de neuronas que presentan diferentes 

catecolaminas como neurotrasmisor (Datiche & Caterelli, 1996). Se han reportado en esta 

región niveles elevados de dopamina (Reader & Grondin, 1987), así como de mensajeros 

asociados a las funciones de este neurotransmisor, como el mRNA de DARP-32 (una 

fosfoproteína neuronal regulada por dopamina y adenosina) (Perez & Lewis, 1992). En el 

trabajo de Campolongo et al. (2018) se cuantificaron los niveles de catecolaminas con el 

objetivo de evaluar la función dopaminérgica y serotoninérgica en la corteza piriforme. En 

dicho trabajo se reportó que los animales F1-VPA (F1 VPA-VPA) muestran un 

metabolismo de la dopamina aumentado en la corteza piriforme. Con el fin analizar si un 

desbalance de estos neurotransmisores también estaba presente en la F2, se midieron los 

niveles de dopamina, serotonina y sus respectivos metabolitos en la corteza piriforme de 

animales F2 VPA-VPA y F2 SAL-SAL mediante HPLC (Figura V.27). 

Si bien los animales F2 VPA-VPA presentan una tendencia a un aumento en el 

metabolismo de la dopamina, este efecto no fue significativo [ANOVA de un factor: 

F(1,6)= 1.12 p= 0.3305; Figura V.27C]. Tampoco se observaron diferencias en el 

metabolismo de la serotonina [ANOVA de un factor: F(1,6)= 0.04 p= 0.8439; Figura 

V.27F]. Los niveles de dopamina, serotonina y sus respectivos metabolitos fueron similares 

en el grupo F2 VPA-VPA y su control [ANOVA de un factor: DA: F(1,7)= 0.04 p= 0.8520, 

DOPAC: F(1,6)= 0.03 p= 0.8601, 5HIIA: F(1,6)= 0.64 p= 0.4537, 5HT: F(1,6)= 1.56 p= 

0.2577; Figura V.27]. 

Considerando los resultados obtenidos podemos concluir que las alteraciones 

observadas en el metabolismo de la dopamina en la corteza piriforme de ratones F1 VPA-

VPA no se encuentran presente en la siguiente generación. 
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Figura V.27. Niveles de catecolaminas en la corteza piriforme de ratones machos F2/LP. No se 

observaron diferencias en los niveles de dopamina, serotonina ni sus metabolitos en la corteza 

piriforme de los animales F2 SAL-SAL y F2 VPA-VPA (A, B, D, E). Los animales VPA-VPA 

mostraron una tendencia a una mayor tasa de conversión de dopamina a su metabolito, aunque este 

efecto no fue significativo (C). No se vieron diferencias entre los grupos en la tasa de conversión de 

la serotonina (F). N, en las barras. Se grafica la media + E.E.  

 

V.5.7. Conclusiones y discusión sobre la herencia intergeneracional a 

través del linaje paterno 

 

Comportamiento postnatal de machos y hembras de la F2/LP 

 

Como mencionamos previamente, es escasa la bibliografía que estudia la herencia 

de los fenotipos postnatales en el modelo VPA. En el trabajo de Tartaglione et al. (2019) se 

ha analizado la herencia de fenotipos postnatales a través del linaje paterno, aunque en 

dicho trabajo no discrimina en función del sexo de la descendencia, perdiendo de esta 

manera información valiosa sobre la herencia de los fenotipos asociados al sexo, como los 

que se observan en la F1. Durante ese estudio encontraron que tanto la F1 como la F2/LP (y 

no la F2/LM) presentaron una mayor latencia a enderezarse y una reducción de las 

vocalizaciones ultrasónicas en las crías. En particular, en ese trabajo analizaron el reflejo de 

enderezamiento solamente en P4, por lo que no contamos con información sobre cómo 

continúa o se modifica esta conducta en el resto del periodo postnatal. En la F1-VPA, 
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nuestro grupo había obtenido una tendencia similar, sin embargo no observamos herencia 

intergeneracional de dicho efecto.  

Nuestro trabajo sugiere que, de todos los marcadores postnatales alterados en la F1-

VPA (ganancia en peso, reflejo de enderezamiento, fuerza de agarre, y sobresalto acústico), 

la menor ganancia en peso es el único fenotipo heredado en machos y hembras de la F2/LP. 

Será interesante estudiar en un futuro qué efectos metabólicos puede estar teniendo el VPA 

que expliquen esta menor ganancia de peso. 

Al igual que lo observado en el linaje materno, algunos de los fenotipos no son 

heredados a la siguiente generación. Algunos autores suponen, al igual que nosotros, que 

esto está íntimamente relacionado a si el efecto del VPA es sobre la células somáticas 

(generando el fenotipo en la F1) o si este efecto puede llegar a afectar también las células 

germinales, generando así el fenotipo en las sucesivas generaciones (Weber-Stadlbauer et 

al., 2017, Bohacek et al., 2015).  

Por otro lado, algunos fenotipos como la reducción en la fuerza de agarre se 

expresan sólo en uno de los sexos de la descendencia de la F2/LP, indicando que machos y 

hembras presentan una susceptibilidad diferente a la herencia de ciertos fenotipos. Lo que 

es llamativo, es que el aumento en la fuerza de agarre se ha expresado en los machos F2-

VPA durante un periodo postnatal más extenso que en la generación anterior. Los animales 

de la F1-VPA mostraron un aumento en la latencia a caer de una red colgante durante P13, 

mientras que los machos de la F2-VPA mostraron una mayor latencia general, 

particularmente evidente a P15 y P17. Esto podría tener una relación directa con el hecho 

que los machos F2-VPA presenten un peso menor que los SAL desde P17 a P21 inclusive, 

ya que el menor peso requerirá menor fuerza para sostenerse. Para poder distinguir entre el 

efecto del peso y el efectivo mayor desarrollo muscular, deberíamos utilizar otro ensayo 

que no utilice el propio peso del animal, por ejemplo usando un sensor horizontal de agarre.  

Estos resultados nos indica que si bien algunos fenotipos pueden no heredarse, otros 

pueden intensificarse. La aparición de un fenotipo nuevo en la descendencia es algo 

llamativo, aunque ya ha sido reportado en otros trabajos. En el trabajo realizado por 

Franklin et al. (2011), en un modelo de separación materna impredecible combinada con 

estrés materno (cuyas siglas en inglés son MSUS), observaron que las crías machos de la 
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F2 y la F3 presentaban altos niveles de ansiedad (medido como la reducción en el tiempo 

que exploran un ratón coespecífico), aunque los machos de la F1 no presentaban el 

fenotipo. Ellos propusieron que como en la F1 el modelo de MSUS se genera 

postnatalmente (desde el nacimiento hasta P14), eventualmente esos cambios epigenéticos 

se han fijado luego del tratamiento postnatal en sus células germinales generando las 

alteraciones en la F2 y en la F3. Por otro lado, en el caso del trabajo de Weber-Stadlbauer et 

al. (2017), ellos estudiaron la herencia transgeneracional de los fenotipos asociados a 

autismo en el modelo de activación inmune materna. Al igual que en el modelo VPA, la 

exposición al RNA doble cadena se realiza prenatalmente (en este caso el PoliI:C se 

administra en el DG 9). Ellos también observaron la aparición de fenotipos en la F2 y en la 

F3, los cuales no estaban presentes en la F1, sugiriendo que en este modelo hay síntomas 

comportamentales latentes que se expresa en las siguientes generaciones. La explicación 

ante este evento es que la exposición no genera un cambio en el tejido somático en la F1, 

pero sí es capaz de reprogramar las células germinales.   

 

Comportamiento en la adultez de las hembras de la F2/LP 

Nuestro laboratorio, así como otros grupos, ha validado que los machos F1-VPA 

presentan un sociabilidad reducida, comportamientos repetitivos, y un fenotipo asociado a 

depresión y ansiedad (Roullet et al., 2013, Kim et al., 2013, Mabunga et al., 2015, Olexová 

et al., 2016, Campolongo et al., 2018). Sin embargo no hemos encontrado bibliografía que 

describa cómo es el comportamiento de las crías hembras descendientes de estos machos.  

En base a los resultados presentados en este capítulo podemos concluir que hay 

ciertos comportamientos que se expresan en los machos F1-VPA pero no son heredados por 

sus crías hembras en la adultez. De la batería de ensayos realizados, concluimos que las 

hembras F2-VPA no muestran reducción de la sociabilidad, ni alteraciones en el 

reconocimiento de un objeto novedoso. Tampoco observamos alteraciones en la función 

olfatoria de las mismas. Pero sí parecen haber heredado los niveles de comportamientos 

estereotipados a través del linaje paterno, particularmente la menor alternancia en el 

laberinto en Y. Sin embargo, este resultado debería ser estudiado en más detalle, ya que los 

mismos animales no muestran un mayor tiempo de auto-acicalamiento, mostrando que el 

efecto no es general sobre los comportamientos repetitivos.  
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Otro resultado que sería interesante estudiar con mayor profundidad es la tendencia 

marcada a un comportamiento ansioso, evidenciada en el OF. En las condiciones en que 

realizamos el ensayo, muchos animales de ambos grupos no visitaron el centro, lo cual 

condiciona el análisis estadístico (muchos ceros en ambos grupos). Sería necesario repetir 

el ensayo reduciendo el componente aversivo del centro (por ejemplo utilizando una 

iluminación más baja), de forma de poder evidenciar si realmente hay una evitación del 

centro por parte de las hembras F2-VPA. Un trabajo realizado por Choi et al. (2016) 

utilizando el modelo VPA analizó las características principales del modelo en la F2 y en 

F3 obtenida por linaje paterno. En este trabajo se encontró que tanto los machos de la F1-

VPA, como la F3-VPA presentaban un comportamiento ansioso en el ensayo de enterrar 

canicas. Este trabajo, así como el de Sampino et al. (2014) quienes trabajaron con un 

modelo de autismo generado con ratones machos de edad avanzada, demuestran la 

heredabilidad de los comportamientos asociados con ansiedad en modelos animales a lo 

largo de por lo menos dos generaciones. En este trabajo también han reportado que los 

ratones descendientes de machos envejecidos mostraban disminución en la sociabilidad, 

alteración en las vocalizaciones ultrasónicas y comportamiento relacionado con ansiedad. 

 

Comportamiento en la adultez de machos F2/LP y el efecto de la estimulación 

social temprana 

 
El análisis del comportamiento en la adultez de los machos ha mostrado que los 

animales F2-VPA no presentan una preferencia por el lado social como el que se observa 

en su control F2-SAL. Esto ha sido acompañado por una tendencia a un menor tiempo de 

exploración del lado social respecto a los otros grupos experimentales. Por lo que creemos 

que estos animales han heredado parcialmente las alteraciones en la sociabilidad presentes 

en la F1-VPA. La reducción de la sociabilidad en los machos F2-VPA ha sido descripta 

previamente por otros grupos como Choi et al. (2016), quienes reportaron en la F2 una 

reducción en la exploración de otro ratón en el ensayo de interacción social, así como en su 

versión que estudia la respuesta de los animales ante la novedad social. Este grupo también 

describió en la F2 un comportamiento hiperactivo en el ensayo de campo abierto, un 

aumento del comportamiento asociado a ansiedad en el ensayo elevado en cruz y un 
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aumento en los comportamientos repetitivos al evaluar la tarea de esconder las canicas. Sin 

embargo, en nuestro modelo no observamos un comportamiento asociado a ansiedad en los 

machos F2-VPA, ni tampoco un aumento en los comportamientos repetitivos. Estas 

diferencias pueden estar influenciadas por diferencias en la obtención del modelo 

experimental: utilizaron una dosis de 300 mg/kg de VPA el DG 10, y trabajaron con la cepa 

endocriada ICR.  

Algo llamativo de nuestros resultados es que al igual que en la F1-VPA, las 

alteraciones en la sociabilidad observadas en la F2 VPA-VPA pueden ser moduladas por la 

estimulación social mediante ratones F2-SAL (Camplongo et al., 2018). Esto lo 

observamos en el grupo F2 VPA-SAL, donde vemos que los animales presentan una 

marcada preferencia por el lado social y tienden a pasar más tiempo oliendo el lado social 

que el grupo F2 VPA-VPA.  

En cuanto al ensayo de reconocimiento de objeto novedoso, los animales 

descendientes de padres VPA (F2 VPA-VPA y F2 VPA-SAL) mostraron un menor índice 

de discriminación del objeto novedoso. Esto podría indicar que estos grupos tienen niveles 

mayores de neofobia que los animales del linaje SAL, o que presentan alteraciones en la 

memoria de corto término. Es de destacar que, si bien previamente el grupo ha reportado 

que los animales F1-VPA no presentan alteraciones en el ensayo de reconocimiento de 

objeto novedoso, estudios no publicados del grupo muestran que luego de un entrenamiento 

corto (de 3 minutos), los animales F1-VPA no muestran preferencia por el objeto novedoso, 

mientras que los F1-SAL sí. Esto sugiere que la F1-VPA tendría leves problemas de 

memoria de corto plazo, que sólo pueden ser observados en ciertas condiciones 

experimentales. Por otro lado, dado que el grupo F2 VPA-SAL se comporta como un ratón 

F2 SAL-SAL en el ensayo de interacción social, no creemos que estos grupos presenten un 

comportamiento neofóbico.  

No hemos encontrado herencia de alteraciones en la función olfativa, en 

comportamientos repetitivos o en comportamientos asociados a ansiedad o depresión en los 

animales descendientes de machos F1-VPA. Así, el fenotipo más saliente que ha sido 

observado es la perdida de la preferencia por el lado social en los animales F2 VPA-VPA. 

Es importante aclarar que consideramos que en los ensayos donde no encontramos un 
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efecto asociado al pedigrí no podemos concluir respecto al efecto del modelo de rescate 

social, dado que si los ratones no se encuentran afectados en su fenotipo porque no lo han 

heredado, no podemos determinar el efecto que tiene convivir con un ratón que proviene de 

otro pedigrí o del mismo pedigrí. 

 

El sexo como factor modulador de la herencia intergeneracional 

Durante el análisis de la herencia a través del linaje paterno nos resultó llamativo 

que existe un dimorfismo sexual marcado en los fenotipos que son heredados en las 

hembras y en los machos. Por ejemplo, los machos F2/LP no heredaron el fenotipo de 

comportamiento repetitivo mientras que las hembras F2/LP sí. Por otro lado, las hembras 

F2-VPA del linaje paterno muestran una preferencia por el lado social mientras que los 

machos F2-VPA no. Distintos autores han demostrado que la herencia de un fenotipo puede 

afectar a ambos sexos de la descendencia o ésta presentarse con mayor intensidad en uno 

solo de ellos (Pembrey et al., 2007, Jirtle & Skinner, 2007, Dunn et al., 2011, Saavedra-

Rodriguez & Feig, 2013, Tartaglione et al., 2019). Se han observado sesgos en la aparición 

de un fenotipo según el sexo en enfermedades autoinmunes, neurológicas, asma y diabetes, 

entre otras (Rubtsova et al., 2015, Zagni et al., 2016).  

Tanto durante el periodo previo a la fecundación, como en el desarrollo pre o 

postnatal, la exposición a compuestos ambientales, la nutrición o el comportamiento 

materno pueden generar alteraciones en la programación epigenética en el tejido somático o 

germinal. Taylor et al. (2005) propone que estas alteraciones a nivel somático o germinal 

pueden ser sexualmente dimórficas, y que a través de la línea materna se puede afectar 

tanto al ADN nuclear como a las mitocondrias. Por otro lado, en una visión más general 

Morgan et al. (2005) proponen que la herencia dimórfica de los fenotipos puede estar 

asociada a fenómenos citoplasmáticos, influencias citoplasmáticas o metabólicas, y 

alteraciones en la gametogénesis, así como también la reprogramación epigenética sexo-

específica de los genes que tienen una impronta genética y su expresión. Estudiar cuál o 

cuáles de estos mecanismos están involucrados en la herencia sexo-específica de 

comportamientos relacionados con el autismo resulta sumamente relevante, especialmente 

si se considera el sesgo que existe en el diagnóstico del DEA y en el reciente 
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reconocimiento de que las niñas y mujeres pueden presentar diferencias en los síntomas con 

que expresan el DEA en comparación con los varones (Kreiser et al., 2014).  
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V.6. Resultados Herencia transgeneracional a través del linaje paterno  

 

V.6.1. Diseño experimental 

Para obtener la F3/LP se realizaron los apareos indicados en la Figura V.28A a 

partir de un grupo de machos de la F2/LP que no fueron utilizados en los ensayos 

conductuales, sino que fueron reservados con este fin. Se registró la ganancia en peso de 

las crías machos y hembras F3/LP y los animales fueron destetados en P21 (Figura 

V.28B). Los machos de las F3/LP se distribuyeron en jaulas de acuerdo al modelo de 

estimulación social temprana explicado previamente, determinando 4 grupos 

experimentales (Figura V.28C). Posteriormente a los machos F3/LP se les realizó una 

batería de ensayos conductuales indicados en la Figura V.28B. 
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Figura V.28. Diseño experimental utilizado para obtener una F3 de linaje paterno (F3/LP). 

Durante el destete de la F2/LP, un grupo de animales fue destinado al estudio de la conducta y 

el otro fue mantenido hasta la adultez para realizar apareos. Se cruzaron ratones F2-VPA o F2-

SAL con hembras naïve (A). A partir del P21 se realizaron los destetes, reservándose sólo los 

machos y distribuyéndolos de modo tal de establecer el modelo de estimulación social temprana 

mencionado previamente (C). 
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V.6.2. Crías F3: linaje paterno  

V.6.2.1. Ganancia en peso durante el periodo postnatal en la F3-linaje 

paterno  

Basados en bibliografía que reporta la existencia de herencia transgeracional en 

el modelo VPA (Tartaglione et al., 2019, Choi et al., 2016) y en el modelo de autismo 

por activación inmune materna (Weber-Stadlbauer et al., 2017), decidimos realizar la 

batería de ensayos en la F3 de nuestro modelo, incluyendo el modelo de rescate social. 

Debido a que no registramos diferencias significativas en los ensayos de 

enderezamiento en una superficie, sobresalto acústico ni en la fuerza de agarre de los 

machos de la F2/LP, decidimos no realizar estos ensayos en la F3/LP. Por otro lado, 

como la ganancia en peso en los machos F2/LP fue menor desde P17 hasta el destete 

(Figura V.10A), decimos estudiar si este efecto se observaba también en la F3.  

Se analizaron los resultados con un Modelo lineal y mixto completo y no 

encontramos un efecto asociado al pedigrí en los machos ni en las hembras de la F3 

[Machos: interacción pedigrí-tiempo: F(2)= 1.20 p= 0.3120, pedigrí: F(1)= 0.04 

p=0.8507, tiempo: F(2)= 507,61 p< 0.0001; Figura V.29A; Hembras: interacción 

pedigrí-tiempo: F(2)= 1.25 p= 0.2990, pedigrí: F(1)= 0.62 p= 0.4527, tiempo: F(2)= 

663.31 p< 0.0001, Figura V.29B]. En ambos sexos se observó un efecto asociado al 

tiempo que se corresponde con el crecimiento de los animales a lo largo del desarrollo 

postnatal. 
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Figura V.29. Peso de las crías machos y hembras de la F3/LP. En ninguno de los sexos 

observamos un efecto asociado al pedigrí, aunque sí un efecto asociado al tiempo. N, en el 

gráfico. Se grafica la media ± E.E. 

 

 

V.6.2.2.Comportamiento en la adultez de la F3-linaje paterno 

Se procedió a estudiar el comportamiento en la adultez en los machos de la 

F3/LP, incluyendo en el diseño experimental el modelo de estimulación social 

temprana. 

 

Análisis sobre los niveles de sociabilidad en los machos F3/LP: Ensayo de 

interacción social 

Los niveles de exploración del lado social fueron similares en todos los grupos, 

independientemente del pedigrí y del tratamiento postnatal [ANOVA de dos factores: 

interacción pedigrí-tto post: F(1.55)= 1.09 p= 0.3005, pedigrí: F(1,55)= 2.08 p= 0.1546, 

tto post: F(1,55)= 0.1 p=0.7541; Figura V.30A]. Además, en la Figura V.30C podemos 

observar que los animales no presentaban ninguna preferencia por uno de los lados 

durante el periodo de habituación [Prueba de t pareada: F3 SAL-SAL t(14): 1.96 p= 

0.0702, F3 SAL-VPA: t(14)=0.20 p= 0.8474, F3 VPA-SAL: t(14): 1.34 p= 0.2023, F3 

VPA-VPA: t(14): 1.79 p= 0.0947]. En cuando al índice de sociabilidad, tampoco se 

observaron diferencias significas entre los grupos [ANOVA de dos factores: interacción 
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pedigrí-tto post: F(1,55): 1.92 p= 0.1716, pedigrí: F(1,55)= 1.87 p= 0.1768, tto post: 

F(1,55)= 0.0038 p= 0.9512; Figura V.30B]. 

  En base a estos resultados, vemos que los machos de la F3/LP no presentan las 

alteraciones en los niveles de sociabilidad observadas en sus antecesores de la F2 y la 

F1. 
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Figura V.30. Niveles de sociabilidad de los machos F3/LP y el efecto de la estimulación 

social temprana. Todos los grupos exploraron un tiempo similar el estímulo social y mostraron 

preferencia por el mismo (A). Esto se vio reflejado en el índice de sociabilidad (B). Los 

animales no mostraron una preferencia por uno de los lados durante la etapa de habituación (C). 

N, en las barras. Prueba t pareada: ## p< 0.01,  ### p< 0.001. Se grafica la media + E.E. 

 

Análisis sobre la neofobia en los machos F3/LP: Ensayo de reconocimiento 

de un objeto novedoso 

En el ensayo de reconocimiento de un objeto novedoso los grupos cuyos 

antecesores fueron tratados con VPA mostraron una tendencia a índices de 

discriminación mayores, aunque este efecto no fue estadísticamente significativo 

[ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,56)= 0.08 p= 0.7788, 
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pedigrí: F(1,56)= 2.69 p= 0.1069, tto post: F(1,56)= 0.01 p= 0.9277; Figura V.31A]. 

Tampoco se observaron diferencias en la distancia recorrida [ANOVA de dos factores: 

interacción pedigrí-tto post: F(1,56)= 1.81 p= 0.1837, pedigrí: F(1,56)= 1.35 p= 0.2498, 

tto post: F(1,56)= 3.98 p= 0.0510; Figura V.31B]. En los machos de la F2/LP este 

ensayo había revelado que los animales del linaje VPA mostraban niveles más bajos de 

exploración del objeto novedoso, por lo que concluímos que este rasgo no se heredó a la 

siguiente generación de machos. 
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Figura V.31. Reconocimiento de un objeto novedoso de los machos F3/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. El índice de discriminación tendió a ser más alto en los 

animales cuyos antecesores fueron tratados con VPA, aunque este efecto no fue significativo 

(A). Tampoco se registraron diferencias en la distancia recorrida (B). N, en las barras. ANOVA 

de dos factores, seguida de la prueba de LSD Fisher. Se grafica la media ± E.E. 

 

 

Análisis sobre la función olfatoria en los machos F3/LP: Ensayo de 

habituación/deshabituación olfatoria. 

Este ensayo demostró que todos los grupos fueron capaces de habituar ante las 

presentaciones sucesivas de hisopos impregnados de Agua, u olor a Vainilla, a Machos 

y a Hembras respectivamente (Tabla V.5). Adicionalmente, se detectó un efecto 

asociado al pedigrí ante las presentaciones de Agua, olor a Banana y olor a Machos 

(Tabla V.5). En los tres casos los ratones de linaje VPA pasaron más tiempo oliendo 

estos olores que los descendientes de animales control (Figura V.32). En comparación a 

la generación de machos de la F2/LP que sólo habituaron al olor a Machos, los machos 

de la F3/LP mostraron una respuesta de habituación a una mayor cantidad de olores 
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presentados en este test. En ninguna de las generaciones se observaron interacciones 

entre el tiempo que olían cada presentación y el pedigrí. 

 

 Tabla V.5. Análisis estadístico del ensayo de Habituación/ deshabituación olfativa para 

cada olor. Modelo lineal general y mixto completo. En negrita se muestran los efectos en donde 

se observaron diferencias significativas. 
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Figura V.32. Habituación y deshabituación olfativa en los machos F3/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. Se observó que los 4 grupos experimentales habituaron ante la 

presentación de un estímulo neutro, olor a Vainilla, Machos y Hembras. Ante los estímulos 

Agua, Banana y Machos se observó que los animales del pedigrí VPA olieron por más tiempo 

estos olores que los controles. NF3 SAL-SAL= 10, NF3 SAL-VPA= 8, NF3 VPA-SAL= 10, NF3 VPA-VPA= 11. 

Se analizó el experimento con un modelo lineal y mixto.. Se grafica la media + E.E. 

 

El índice de discriminación social no mostró diferencias entre los diferentes 

grupos [interacción pedigrí-tto post: F(1,35)= 0.99 p= 0.3258,  pedigrí: F(1,35)= 2.86 

Variable: tiempo oliendo

Olores Agua Vainilla Banana Machos Hembras

Pedigrí (ped) F(1)= 5.27  p= 0.0242 F(1)= 0.14  p= 0.7075 F(1)= 4.85  p= 0.0299 F(1)= 7.70 p= 0.0068 F(1)= 0.16  p= 0.6922 

Trat. Postnatal (tto post) F(1)= 2.75  p= 0.1008 F(1)= 0.04  p= 0.8500 F(1)= 1.03  p= 0.3116 F(1)= 1.44 p= 0.2334 F(1)= 0.61  p= 0.4362

Presentación (pres) F(2)= 6.69  p= 0.0020 F(2)= 5,81  p= 0.0043 F(2)= 2.95  p= 0.0565 F(2)= 12.35 p< 0.0001 F(2)= 8.37  p= 0.0005

Interacción ped- tto post F(1)= 0.01  p= 0.9246 F(1)= 1.50  p= 0.2248 F(1)= 1.03 p= 0.3120 F(1)= 0.10 p= 0.7568 F(1)= 1.41 p= 0.2375

Interacción ped -pres F(2)= 0.52  p=  0.5951 F(2)= 0.81  p= 0.4488 F(2)= 1.29  p= 0.2799 F(2)= 0.68 p= 0.5083 F(2)= 1.08  p= 0.3435

Interacción tto post- pres F(2)= 1.69  p= 0.1915 F(2)= 0.21  p= 0.8124 F(2)= 1.12  p= 0.3306 F(2)= 1.66 p= 0.1970 F(2)= 1.45  p= 0.2393

Interacción ped-tto post-pres F(2)= 0.80  p= 0.4543 F(2)= 1,31 p= 0.2744 F(2)= 1.02  p= 0.3652 F(2)= 0.46 p= 0.6349 F(2)= 0.12 p= 0.8876 
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p= 0.0996, tto post: F(1,35)= 0.81 p= 0.3729], sin embargo el del grupo F3 VPA-SAL 

tendió a ser llamativamente más bajo (Figura V.33A). Tampoco se encontraron 

diferencias en el índice de discriminación no social [interacción pedigrí-tto post: 

F(1,35)= 0.31 p= 0.5783, pedigrí: F(1,35)= 1.78 p= 0.1907, tto post: F(1,35)= 1.39 p= 

0.2459; Figura V.33B]. En la Figura V.33C vemos que el tiempo que los animales 

huelen los olores sociales de Machos y Hembras tampoco presenta diferencias entre los 

grupos [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí- tto post: F(1,38)= 1.02 p= 0.3205, 

pedigrí: F(1,38)= 0.14 p= 0.7125, tto post: F(1,38)= 3.12 p= 0.0862], y en todos los 

casos los animales prefieren los olores sociales ante los no sociales [Prueba de t 

pareada: F3 SAL-SAL: t(9)= 3.59 p= 0.0059, F3 SAL-VPA: t(9)= 3.14 p= 0.0163, F3 

VPA-SAL: t(9)= 3.02 p= 0.0145, F3 VPA-VPA: t(10)= 3.48 p= 0.0059]. Los resultados 

obtenidos parecen seguir un perfil similar al observado en los machos de la F2/LP, 

donde el índice de discriminación de los olores sociales tendió a ser menor en los 

ratones de pedigrí VPA. 
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Figura V.33. Parámetros de discriminación olfativa en los machos F3/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. Si bien el grupo F3 SAL-VPA mostró un índice de 

discriminación de olores sociales menor que los otros grupos, no se observaron diferencias 

significativas (A). Tampoco se observaron diferencias entre los grupos experimentales en el 

índice de discriminación no social (B) o en el tiempo que huelen los olores sociales (C). 

Asimismo, todos los animales mostraron un preferencia por los olores sociales ante los no 

sociales (C). N, en las barras. Prueba de t pareada, #  p<0.05, # #  p<0.01. Se grafica la media + 

E.E. 

 

Análisis sobre comportamientos repetitivos en los machos F3/LP: Ensayos 

de laberinto en Y y autoacicalamiento 

El ensayo del laberinto en Y llevado a cabo para evaluar comportamientos 

repetitivos indicó que no hay un efecto asociado al pedigrí o al tratamiento postnatal 

[ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,54)= 2.67 p= 0.1084, 

pedigrí: F(1,54)= 2.18 p= 0.1456, tto post: F(1,54)= 0.54 p= 0.4641; Figura V.34A]. 

Asimismo, el control de locomoción de este ensayo reveló que todos los grupos 

recorrieron una distancia parecida [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto 

post: F(1,54)= 0.0031 p= 0.9956, pedigrí: F(1,54)=1.56 p= 0.2172, tto post: F(1,54)= 

1.84 p=0.1806; Figura V.34B]. 

El ensayo de autoacicalamiento mostró un resultado similar al del laberinto en 

Y: todos los grupos pasaron una cantidad de tiempo similar acicalándose [ANOVA de 

dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,54)= 0.16 p= 0.6931, pedigrí: F(1,54)= 

1.57 p= 0.6931, tto post: F(1,54)= 0.03 p= 0.8654; Figura V.34C]. 

Estos resultados van en el mismo sentido que los observados en los machos de la 

F2/LP, por lo que concluimos que los machos F3 no presenta alteraciones asociadas al 

pedigrí en cuanto a comportamientos repetitivos. 
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Figura V.34. Comportamientos repetitivos en los machos F3/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. El pedigrí así como la estimulación social no tienen un efecto 

sobre el porcentaje de alternancias (A) o la distancia recorrida en el laberinto en Y (B). 

Tampoco se observan diferencias entre los diferentes grupos en cuanto a los niveles de 

autoacicalamiento (C). N, en las barras. Se grafica la media + E.E. 

 

Análisis sobre comportamientos asociados a depresión en los machos F3/LP: 

Ensayos de suspensión de la cola y de nado forzado 

En este caso, los resultados de los ensayos realizados para evaluar 

comportamientos relacionados a depresión son diferentes. El ensayo de suspensión de la 

cola mostró un inesperado efecto asociado al tratamiento postnatal, siendo los animales 

criados con ratones del pedigrí VPA los que mostraron niveles más bajos de 

inmovilidad [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1, 55)= 0.29 p= 

0.5936, pedigrí: F(1,55)= 0.25 p= 0.6191, tto post: F(1,55)= 8.06 p= 0.0063; Figura 

V.35A]. Por otro lado, en el ensayo de nado forzado no se detectaron diferencias en el 

tiempo de inmovilidad en los grupos analizados [ANOVA de dos factores: interacción 
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pedigrí-tto post: F(1,56)= 0.27 p= 0.606, pedigrí: F(1,56)= 0.04 p= 0.8475, tto post: 

F(1,56)= 0.52 p= 0.4753; Figura V.35B]. 
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Figura V.35. Comportamientos asociados a depresión en los machos F3/LP y el efecto de la 

estimulación social temprana. Los animales que convivieron con ratones del pedigrí VPA 

mostraron un menor tiempo de inmovilidad en el ensayo de suspensión de la cola (A). Este 

efecto no se observó en el ensayo de nado forzado, donde todos los grupos mostraron niveles 

similares de inmovilidad (B). ANOVA de dos factores, seguida de la prueba de LSD Fisher: 

letras diferentes indican diferencias significativas p< 0.05. N, en las barras. Se grafica la media 

+ E.E. 

 

El resultado obtenido en el ensayo de suspensión de la cola resulta llamativo 

dado que en los machos de la generación anterior no se observó un efecto asociado al 

pedigrí o al tratamiento postnatal. Este efecto del tratamiento postnatal necesita ser 

estudiado en más detalle, y verificado en una nueva cohorte. Independientemente de 

este resultado, podemos afirmar que no hay un efecto asociado al pedigrí en los machos 

de la F2 y de la F3 en los comportamientos asociados a la depresión. 

 

Análisis sobre comportamientos asociados a ansiedad en los machos F3/LP: 

Ensayo de exploración a campo abierto 

En el ensayo de exploración a campo abierto observamos que el tiempo que los 

animales F3 SAL-VPA pasan en el centro tendió a ser más bajo, sin embargo no se 

observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales [ANOVA de dos 

factores: interacción pedigrí-tto post: F(1,56)= 0.68 p= 0.4119, pedigrí: F(1,56)= 0.34 

p= 0.5625, tto post: F(1,56)= 1.31 p= 0.2579; Figura V.36A]. Esta misma tendencia se 
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observó en la variable porcentaje de distancia recorrida en el centro [ANOVA de dos 

factores: interacción pedigrí- tto post: F(1,56)= 1.29 p= 0.2604, pedigrí: F(1,56)= 1.77 

p= 0.1892, tto post: F(1,56)= 3.15 p= 0.0813; Figura V.36B]. Es de notar que todos los 

animales exploraron poco el centro del campo abierto, lo que hace que pequeñas 

diferencias parezcan significativas. No se encontraron diferencias significativas en los 

niveles de locomoción [ANOVA de dos factores: interacción pedigrí-tto post: F(1, 56)= 

2.68 p= 0.1073, pedigrí: F(1,56)= 1.14 p= 0.2912, tto post: F(1,56)= 2.00 p= 0.1624; 

Figura V.36C].  

Podemos concluir que la generación de machos F3/LP mostró niveles similares 

de exploración en el ensayo a campo abierto, lo cual indica que los animales no 

presentan rasgos conductuales asociados a ansiedad. 
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Figura V.36. Niveles de exploración en el campo abierto en los machos F3/LP y el efecto de 

la estimulación social temprana. No observamos diferencias significativas en el tiempo que 

los animales permanecieron en el centro de la arena (A) o en el porcentaje de distancia recorrida 

en el centro (B). Sin embargo el grupo F3 SAL-VPA mostró una tendencia a un menor tiempo 

en el centro, así como a un menor porcentaje de distancia recorrida en el centro. Además, ese 

grupo tendió a recorrer una distancia menor en el ensayo (C). N, en las barras. Se grafica la 

media + E.E.   
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V.6.3. Conclusiones y discusión sobre la ganancia de peso y el 

comportamiento en la adultez de machos F3/LP 

En cuanto a la ganancia del peso de los animales de la F3, vemos que la 

reducción del peso reportada en la generación anterior no ha sido heredada en esta 

generación. Esto sugiere que aquellas posibles alteraciones metabólicas evidenciadas en 

la F2 se heredan por mecanismos epigenéticos que no afectan a sus gametas y por tanto 

no pueden ser heredados transgeneracionalmente.  

El resultado más saliente de la batería de ensayos analizados en la adultez es que 

los animales de la F3 VPA-VPA presentan una preferencia por el lado social y niveles 

similares al control F3 SAL-SAL en el tiempo que exploran al estímulo social. Esto 

indica que este rasgo presente en la F2 VPA-VPA tampoco fue heredado a la F3. 

Ninguna de los otras alteraciones observadas en los machos F1-VPA (comportamientos 

repetitivos, asociados a depresión, ansiedad o alteración en la función olfatoria) se han 

expresado en la F3. Esto indica que en nuestro modelo no hay herencia transgeracional 

de los fenotipos, sino que las alteraciones observadas a través del linaje paterno (en 

particular la sociabilidad) se expresan solamente en la F2, consistente con una herencia 

intergeneracional. Por lo tanto proponemos que el efecto del VPA sobre las crías F1-

VPA podría haber afectado directamente la línea germinal de los animales en desarrollo 

en el útero de sus madres al momento del tratamiento, y estas alteraciones no fueron 

fijadas en la línea germinal de la F2 y por lo tanto no fueron heredadas a la F3.  

Este resultado es diferente al observado en el trabajo de Choi et al. (2016) en el 

modelo VPA, donde ellos observan alteraciones en la sociabilidad, en comportamientos 

repetitivos y en ansiedad tanto en la F2, como en la F3. Estos cambios también fueron 

acompañados por un incremento en la expresión de proteínas relacionadas con 

mecanismos excitatorios postsinápticos (receptores de NMDA y AMPA) de la corteza 

prefrontal de la F1 y la F3. Como mencionamos anteriormente, si bien también utilizan 

el VPA como agente disruptor, existen ciertas diferencias en la realización del modelo. 

Por un lado, como mencionamos previamente, el modelo VPA no es exactamente igual 

ya que Choi et al. (2016) utiliza una dosis menor (300 mg/kg vs 600 mg/kg) y lo 

administra a una edad más temprana (DG10 vs DG12.5). Otra diferencia es que nuestro 

grupo trabaja con una cepa que es exocriada, que presenta una mayor variabilidad 



   
                                                             

190 

genética que las cepas endocriadas como las utilizadas en el trabajo de Choi et al. 

(2016). En este sentido, la mayoría de los fenotipos conductuales son el resultado de la 

interacción compleja de múltiples genes y el uso de modelos animales ha sido una 

herramienta poderosa para la identificación de genes asociados a trastornos 

psiquiátricos. Por ejemplo, un trabajo realizado por Moy et al. (2007) demostró la 

presencia de variabilidad entre 10 cepas endocriadas en cuanto a sus niveles de 

sociabilidad (6 cepas mostraron altos niveles de sociabilidad mientras que 4 no, en 

particular las cepas A/J, BALB/cByJ, BTBR T+tf/J y 129S1/SvImJ). En base a estos 

antecedentes no podemos desestimar que la cepa del modelo es un factor importante en 

cuanto a la expresión de las conductas y, en base a nuestros resultados, posiblemente a 

su heredabilidad. 

Finalmente, los efectos no esperados sobre los comportamientos relacionados 

con la depresión en animales que convivieron con animales del pedigrí VPA debe ser 

estudiado en más detalle, para determinar si se trata de una particularidad experimental 

o representa un efecto real de la estimulación social temprana. Dicho fenómeno podría 

estudiarse, por ejemplo, creciendo animales naïve con animales F3 VPA-VPA vs 

crecerlos con animales F3 SAL-SAL. 
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Capitulo VI. Conclusiones Generales 
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  El objetivo general de esta tesis doctoral fue analizar en qué medida dos 

factores contribuyen a la neurobiología del autismo y la sociabilidad. Estos dos factores 

fueron: 1) el rol del cerebelo en los niveles de sociabilidad, y 2) la heredabilidad de los 

fenotipos asociados a autismo en el modelo murino que utilizamos en el laboratorio. 

 

Rol del cerebelo en la modulación de la sociabilidad 

 Para lograr el objetivo 1), estudiamos si las características morfológicas más 

salientes presentes en el cerebelo de pacientes con DEA (en especial en el lóbulo 

VI/VII) también se encontraban presentes en el modelo VPA. 

  

 En principio hallamos alteraciones en la densidad de células de Purkinje (CPs) 

en los machos del modelo durante el periodo postnatal (P14, P21). Curiosamente 

esto no fue observado en las hembras ni en los animales adultos (hembras y 

machos). Como mencionamos, los machos adultos son los que muestran déficit 

en la sociabilidad, lo que refuerza la hipótesis que alteraciones en la densidad de 

CPs durante el periodo postnatal podrían contribuir a la conducta observada en 

la adultez en los machos. 

 

 Además pudimos determinar que el cerebelo de los ratones adultos (machos y 

hembras) no presenta las alteraciones morfológicas observadas en pacientes con 

DEA (cambios en el tamaño del lóbulo VII y menor tamaño de las CPs). Esto 

nos ha llevado a concluir que el déficit en la sociabilidad observado en los 

animales machos de este modelo no se encuentra asociado a estas alteraciones 

reportadas en los pacientes con autismo. 

 

  Debido al interés creciente del rol del circuito de la recompensa y la 

sociabilidad, analizamos el nivel de activación del área tegmental ventral (VTA) 

en el modelo VPA (un área que Carta et al. 2019 demostró que estaba vinculada 

funcionalmente con el cerebelo). Encontramos que la activación de la VTA de 
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los animales machos del modelo VPA y los animales control no muestran 

diferencias significativas, por lo que en principio el circuito de la recompensa 

parecería no estar alterado en el modelo, aunque serían necesario realizar 

experimentos adicionales para confirmarlo. 

 

 Como se ha mencionado, son numerosos los estudios que vinculan un estado 

inflamatorio exacerbado con el autismo. En particular se ha reportado que el cerebelo de 

pacientes con DEA muestra signos de neuroinflamación crónica (Vargas et al., 2005). 

En nuestro laboratorio Lucchina & Depino (2014) demostraron una relación funcional 

entre la neuroinflamación del lóbulo VI/VII del cerebelo de ratones naïve y la 

sociabilidad. En esta tesis buscamos identificar los mecanismos mediante los cuales la 

neuroinflamación en el lóbulo VI/VII del cerebelo genera una reducción en la 

sociabilidad. Pudimos reproducir los resultados obtenidos por Lucchina & Depino 

(2014) y observamos una disminución en la sociabilidad luego de realizar la inyección 

de LPS en el lóbulo VI/VII. Adicionalmente, analizamos la conducta de ratones 

inyectados con LPS en el lóbulo VI/VII, a los cuales se le administró 1 hora antes del 

LPS un anti-inflamatorio sistémico no esteroideo (Ibuprofeno) o un anti-inflamatorio 

esteroideo (dexametasona). Estos dos anti-inflamatorios presentan diferentes blancos 

moleculares de acción.  

 Observamos que la dexametasona evitó el efecto del LPS sobre la 

sociabilidad, mientras que el ibuprofeno lo hizo parcialmente.  

 A nivel celular vimos que el LPS generó en el tejido cerebelar una 

reducción de la densidad de la microglia en reposo y un aumento de la 

microglia activada. En este sentido, solamente la dexametasona fue eficiente 

en reducir esta respuesta aunque no llegó a bloquearla totalmente. La 

dexametasona inhibe la vía NFκB regulando negativamente la expresión de 

genes de vías inflamatorias, y en particular la de las células del linaje de 

macrófagos y microglia.  

 En base a estos resultados propusimos que el mecanismo de acción a partir 

del cual el LPS genera la reducción en la sociabilidad está relacionado con 

el aumento en la densidad de microglia activada, el reclutamiento de 
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macrófagos y, posiblemente, el contexto inflamatorio producido por las 

citoquinas liberadas por estas células.  

 La hipótesis de que la alteración inmune es capaz de modular la sociabilidad 

cuando actúa en el cerebro fetal es la base sobre la cual se desarrolla el modelo de MIA. 

Con este resultado demostramos que los niveles aumentados de microglia activada en el 

lóbulo VI/VII fue capaz de derivar en alteraciones de la sociabilidad en ratones que 

previamente habían demostrado ser sociables.  

 

Los presentes objetivos han contribuido a entender el rol del cerebelo en la sociabilidad.  

 

Heredabilidad de los fenotipos asociados a autismo en el modelo VPA 

Para cumplir el objetivo 2) desarrollamos diferentes cruzas de modo de poder 

determinar la heredabilidad de los fenotipos por el linaje materno o paterno. 

  

 En cuanto a la herencia intergeneracional a través del linaje materno,  

concluimos que las hembras F1-VPA no presentan alteraciones en la 

conducta de cuidado materno, por lo que en este modelo, las alteraciones en 

la conducta de la F2-VPA de linaje materno no podrían ser explicadas a 

causa de este factor. 

 

 Por otro lado, nuestros resultados sugieren que el bajo peso al nacer es una 

característica postnatal presente tanto en la F1-VPA como en la F2-VPA 

(tanto en machos como en hembras), y que puede heredarse tanto por vía 

paterna como materna. En el caso de los animales F2-VPA este menor peso 

al nacer aparece desde edades tempranas en el desarrollo en el linaje 

materno, pero más tardíamente en el paterno. En cambio, no observamos 

que se transmita transgeneracionalmente por vía paterna. 
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 Nuestro trabajo sugiere que los marcadores postnatales alterados en la F1-

VPA (reflejo de enderezamiento, fuerza de agarre, y sobresalto acústico) no 

son heredados a la siguiente generación por linaje materno. Por otro lado, en 

los machos F2-VPA del linaje paterno se observó un fenotipo que no estaba 

presente en los machos de la  F1-VPA, que es una mayor latencia al caer. La 

relevancia de este fenómeno y su posible relación con el menor peso que 

presentan los animales, necesitan ser evaluados en más detalle. 

 

 En cuanto al comportamiento en la adultez, no observamos alteraciones 

heredadas a través del linaje materno a la F2-VPA. En cambio, en el linaje 

paterno observamos que las hembras F2-VPA comparten con los padres F1-

VPA la presencia de comportamientos repetitivos en el laberinto en Y. Por 

otro lado, los machos de la F2-VPA, presentan al igual que sus padres F1-

VPA, alteraciones en los niveles de sociabilidad, los cuales se expresaron 

como una ausencia de preferencia por el lado social. Estos resultados 

indican que la herencia por el linaje paterno presenta un dimorfismo sexual. 

 

  Adicionalmente, a partir del modelo de rescate social, pudimos concluir 

que la alteración en la preferencia social reportada en los machos F2-VPA 

del linaje paterno puede ser rescatada con estimulación social temprana (al 

igual que en la F1-VPA). 

 

 La alteración de la sociabilidad de la F2-VPA no parecería ser explicada por 

una alteración en el metabolismo de dopamina, aunque sí correlaciona 

(como en la F1-VPA) con cambios en la expresión de c-Fos+ en la corteza 

piriforme.  

 

 Por último, no encontramos evidencia que indique en nuestro modelo que 

las características conductales de los machos F1-VPA puedan ser heredados 

por un mecanismo de herencia trasngeneracional.  
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 De esta manera, creemos que este trabajo de investigación ha permitido describir 

aspectos importantes en cuanto a la neurobiología del autismo (en particular del 

cerebelo) y la herededabilidad de las características del modelo VPA. Futuros trabajos 

nos permitirán ahondar en los mecanismos inflamatorios que median la modulación de 

la sociabilidad por parte del cerebelo. Por otro lado, el estudio de los efectos 

metabólicos del VPA y sus mecanismos de herencia intergeneracional, podrían 

contribuir a comprender otras alteraciones no-neuronales presentes en los individuos 

con ASD, como por ejemplos alteraciones en la microbiota (Xu et al., 2019).  
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