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Alteraciones periféricas y cent rales en la respuesta 
inflam atoria en un m odelo de aut ism o en ratón. 

RESUMEN 

El aut ismo es un desorden severo del desarrollo neural que se 

encuent ra principalm ente caracterizado por un im pedimento sostenido en la 

interacción social, habilidades comunicat ivas reducidas y por pat rones de 

comportam iento estereot ipados o rest r ict ivos. Existen cada vez más 

evidencias clínicas y experimentales que relacionan alteraciones en el 

sistema inmune con la patogénesis del desorden de espect ro aut ista (DEA) . 

Los individuos aut istas muest ran en diversas etapas de su desarrollo signos 

de neuroinflamación, respuestas inflamatorias alteradas y anormalidades 

inmunes.  

El objet ivo general de esta tesis fue el de estudiar el rol que j uega la 

respuesta inflamator ia/ glial del sistema nervioso cent ral en la m anifestación 

de comportam ientos relacionados con el aut ismo. A tal f in ut ilizamos 

ratones expuestos en la preñez a 600 mg/ kg de ácido valproico (VPA600) , 

los cuales muest ran deficiencias en la interacción social y han sido 

propuestos como un posible modelo de aut ismo. En este t rabajo no sólo 

confirmamos el fenot ipo en una filial 1 (F1)  de dos cepas endocriadas de 

ratón, sino que extendimos el análisis conductual describiendo que los 

animales expuestos a VPA muest ran niveles aumentados de 

comportam ientos relacionados con la ansiedad. 

Evaluamos en estos animales la respuesta perifér ica y cent ral a un 

est ímulo inflamator io, así como el estado basal de act ivación glial.  

Evidenciamos signos de act ivación glial crónica tanto en el hipocampo como 

en el cerebelo de los animales VPA600, así como una respuesta exacerbada 

al ser expuestos a un est ímulo inflamatorio per ifér ico ( lipopolisacár ido 

int raperitoneal, LPS) :  los animales VPA600 muest ran niveles más altos de 

cort icosterona en sangre y un aumento en los niveles de expresión de 

citoquinas pro- inflam atorias en el bazo respecto de animales cont rol. 

Sumado a esto, luego del est ímulo con LPS los VPA600 muest ran signos de 

neuroinflamación:  t ienen mayor número de células de la m icroglia en el 
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hipocampo y exhiben mayores niveles de citoquinas pro- inflam atorias en el 

cerebelo.  

A fin de evaluar la posible relación causal ent re la neuroinflamación 

observada en el cerebro adulto de los animales expuestos a VPA y la 

dism inución en la interacción social, inyectamos LPS directamente en el 

lobulillo VI -VI I  del cerebelo. Al evaluar el comportam iento a las 24 horas, 

observamos una dism inución en la interacción social,  acompañada de una 

marcada neuroinflam ación. 

 Los resultados que se presentan demuest ran, por un lado, una 

neuroinflamación basal y una respuesta inflamator ia alterada en el modelo 

VPA de aut ismo y, por ot ro, sugieren que la inflamación en una región 

específica del cerebelo puede modular los niveles de interacción social.  

Teniendo ambas cosas en cuenta, proponemos a este modelo como una 

herram ienta út il para evaluar la cont r ibución de la inflamación al desarrollo 

de los comportam ientos relacionados con el aut ismo. Consideramos que 

estos estudios contr ibuirán a dilucidar el rol de las desregulaciones 

inflamator ias observadas en individuos con ASD.  

Palabras clave: ácido valproico, aut ismo, cerebelo, comportam iento, 

modelo animal, neuroinflamación. 
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Altered Peripheral and Cent ral I nflam m atory Responses  

in a Mouse Model of Aut ism  

ABSTRACT 

Aut ism is a severe neurodevelopmental disorder, character ized by 

impairment  in social interact ions, comm unicat ion deficits and rest r icted 

repet it ive and stereotyped interests and behaviors. There are clinical and 

experimental evidences linking alterat ions in the im mune system and the 

pathogenesis of aut ism  spect rum disorder (ASD) . Aut ist ic individuals show 

signs of neuroinflam mat ion, altered inflammatory responses and immune 

abnormalit ies.  

The main aim  of this thesis was to study the role of the 

inflammatory/ glial response of the cent ral nervous system on the 

manifestat ion of aut ism - related behaviors. To this aim , we used m ice 

prenatally exposed to 600 mg/ kg valproic acid (VPA600) , which show 

reduced social interact ion in adulthood and have been proposed as a mouse 

model of aut ism . I n this work, we not  only confirmed the phenotype in a F1 

obtained from two inbred mouse st rains, but  we also extended the 

behavioral analysis describing that  animals prenatally exposed to VPA also 

show increased anxiety- related behaviors.  

I n these animals we evaluated the peripheral and cent ral response to 

an inflammatory st im ulus, along with the basal act ivat ion state of the glia. 

We found evidence of chronic glial act ivat ion in the hippocampus and the 

cerebellum of VPA600 animals, accompanied by an exacerbated response 

when they were challenged with a peripheral inflammatory st imulus 

( int raper itoneal lipopolysacchar ides, LPS) :  VPA600 anim als secrete more 

cort icosterone to the blood and show increased levels of expression of 

proinflammatory cytokines in the spleen than cont rol m ice. Moreover, after 

a LPS challenge, VPA600 m ice also show signs of increased 

neuroinflammat ion compared with cont rol m ice:  they have more m icroglial 

cells in the hippocampus, and they show higher levels of proinflammatory 

cytokines in the cerebellum. 
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To assess the possible causal relat ionship between the 

neuroinflammat ion observed in the adult  brain of VPA-exposed animals and 

the deficit  in social interact ion, we injected LPS direct ly into the lobule VI -

VI I  of the cerebellum. 24 hours after inj ect ion, we analyzed the behavior 

and we observed a decrease in social interact ion, accompanied by an 

evident  neuroinflamm at ion 

These results demonst rate, on the one hand, a basal 

neuroinflammat ion and altered inflammatory response in the VPA model of 

aut ism  and, on the other hand, they suggest  that  inflam mat ion in a specific 

region of the cerebellum can modulate the levels of social interact ion. 

Taking both into account , we propose this model as a useful tool to evaluate 

the cont ribut ion of inflammat ion to the development  of aut ism - related 

behaviors. We believe that  these studies will help elucidate the role of the 

inflammatory alterat ions observed in individuals with ASD. 

 

Keywords: animal m odel, aut ism , behavior, cerebellum, valproic acid, 

neuroinflammat ion. 
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I .1 De qué hablam os cuando hablam os de aut ism o 

 

En general,  nos refer imos a aut ismo cuando queremos hablar del 

desorden o trastorno de espectro autista. Este es un t rastorno del desarrollo 

definido solo comportamentalmente y las personas aut istas presentan esta 

condición de por vida. 

El térm ino aut ista fue acuñado en 1943 por Leo Kanner (Kanner, 

1943) , un psiquiat ra nacido en Aust r ia y educado en Berlín. La descripción 

detallada del desorden hecha a part ir  de 11 niños sigue siendo válida hoy 

en día. Lo que ya no se considera válido es la et iología propuesta:  

caracterizó el desorden como “una perturbación autista innata del contacto 

afectivo” debida a la falta de calidez de los padres, de las madres en 

part icular, por lo que se popular izó el térm ino madres refrigeradoras. En 

1954 había recolectado observaciones de 100 casos y llegó a la conclusión 

de que la insuficiencia en la cr ianza por parte de madres frías y padres poco 

demost rat ivos, pertenecientes a una clase muy educada, eran en gran parte 

responsables del aut ismo de sus hijos (Kanner, 1954) .  

Al menos 30 años tuvieron que pasar para que la evidencia acumulada 

fuese suficiente para refutar la teoría de las madres refr igeradoras. Si bien 

ya en 1964 Bernard Rim land, psicólogo estadounidense y padre de un hijo 

con aut ismo, t ras revisar toda la literatura existente había propuesto que el 

desorden era de carácter biológico, fueron dos los eventos responsables de 

empujar al aut ismo desde el diván del psiquiat ra hacia el consultor io del 

neurólogo. El pr imero fue la epidem ia de rubeola de 1964, que dejó un alto 

número de niños con aut ismo (Chess, 1977) . El segundo fue la evidencia 

que most ró que un tercio de las personas con aut ismo también desarrollan 

epilepsia (Deykin, 1979) . Ambos hechos le dieron fuerza a la hipótesis de 

que el aut ismo era un desorden del cerebro y no de la psiquis.  

En 1980 fue incorporado al Manual Estadíst ico de Diagnóst ico (DSM-

3era edición) , herram ienta para clasificar los t rastornos neuropsiquiát r icos, 
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y desde ese momento a la actualidad constantemente se están redefiniendo 

y delim itando las característ icas que debe tener una persona para ent rar 

dent ro de la categor ía “autista”; de hecho, hubo cambios en la clasificación 

en cada nueva edición del DSM. La clasificación br indada por la quinta y 

nueva edición del DSM (DSM-5) , term inada a principios del 2013, sigue 

siendo muy cuest ionada. Previamente se hablaba de 4 desórdenes del 

desarrollo independientes:  desorden aut ista, síndrome de Asperger, 

desorden generalizado del desarrollo sin especificar (PDD-NOS) y desorden 

desintegrador de la niñez. Hoy, el DSM-5 une a los 4 en la m ism a categoría, 

colocándoles la m isma et iqueta:  desorden de espect ro aut ista (DEA) . El 

razonamiento para este cambio es que estos desórdenes muest ran 

esencialmente los m ismos síntomas, diferenciándose solamente en grados 

de severidad. Estos síntomas son el déficit  en el lenguaje, el déficit  en la 

interacción social y la presencia de movim ientos repet it ivos y 

estereot ipados.  

 

I .2 Autismo… ¿un rompecabezas? 

 

Una comprensión acabada de lo que sucede a personas con DEA 

requiere de un conocim iento avanzado de la est ructura cerebral y de su 

función a múlt iples niveles de análisis. Mucho de lo que se sabe hoy del 

aut ismo der iva directamente de la invest igación clínica de niños afectados y 

de la fam ilia cercana, o del análisis de tej ido post -mortem de individuos 

afectados. El símbolo que se usa para ident if icar al desorden (un 

rompecabezas, figura I .1)  ilust ra muy bien los resultados que se obt ienen a 

part ir  de esa invest igación:  una cant idad de datos descript ivos que, tal 

como piezas de un rompecabezas, se desconoce cómo encast ran unos con 

ot ros. Por ejemplo, estudios post -mortem y estudios de resonancia 

magnét ica (MRI )  han perm it ido ident ificar anormalidades en var ias 

est ructuras cort icales y subcort icales (Courchesne y Pierce, 2005) , m ient ras 

que estudios neurofisiológicos han implicado impedimentos específicos en el 
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procesamiento de la información social y emocional (Dawson et  al. , 2004) . 

Estos hallazgos son piezas que ident if ican parte de lo que se encuent ra 

alterado en el desarrollo cerebral de personas con aut ismo, pero se 

desconoce cómo se relacionan unas con ot ras. 

Buscando responsables, existen var ios sistemas neurales que son 

candidatos naturales:  sistemas que regulan el comportam iento social, 

sistemas de alta jerarquía cognit iva, comunicación, m iedo, atención, 

ansiedad. Estos sistemas involucran circuitos que integran información 

procesada en la corteza cerebral, los ganglios de la base, la amígdala, el 

hipocampo, el hipotálamo y el cerebelo, y son modulados por sistemas 

monoaminérgicos subcort icales.  

 

 

Figura I.1. Símbolo internacional del autismo. Se m uest ra el pat rón con el que se 
ident ifica el desorden:  un rom pecabezas con piezas de colores que representa la complej idad 
y m ult iplicidad de causas del DEA. Este pat rón fue diseñado en 1963 y es usado desde 
entonces por la Sociedad de Aut ism o estadounidense, fundada por el Dr. Bernard Rim land, 
psicólogo y padre de un niño aut ista, con el objet ivo de aum entar la conciencia sobre el 
desorden. 

 

Para complej izar aun más la invest igación, no debemos olvidar un 

concepto clave:  la HETEROGENEIDAD. Esta heterogeneidad la encontramos 

de manera t ransversal en todos los niveles que estudiemos del desorden:  

expresión de los síntomas, síntomas asociados, neuropatofisiología y 

et iología.  
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Pocas piezas y mezcladas, eso es lo que como comunidad cient íf ica 

tenemos hasta el momento, y es lo que ha generado una mult iplicidad de 

pequeñas hipótesis sobre el DEA, la mayoría de las cuales aun deben ser 

puestas a prueba. 

 

I .3 Diagnóst ico:  Alteraciones principales 

 

En el 2009, el cent ro para el cont rol de enfermedades norteamericano 

(CDC)  y dist intos grupos en el mundo indicaban que este desorden afectaba 

a 1 de cada 100-200 niños nacidos (Baron-Cohen et  al., 2009;  Kogan et  al., 

2009)  dependiendo del país, con una relación varones: mujeres de 4: 1, lo 

que convert ía a este desorden en uno de los de más alta incidencia en niños 

en los países desarrollados. Nuevos informes indican una prevalencia de 1 

en 50 (Blumberg et  al., 2013) . La rapidez con la que aumenta este número 

es alarmante, aunque se desconoce y se discute hoy si este aumento indica 

un crecim iento real de la prevalencia o bien una mejora en el diagnóst ico, 

debido a una mayor conciencia sobre la enfermedad, e incluso, en algunos 

casos, un sobre-diagnóst ico (Wing y Pot ter, 2002;  Fombonne, 2008) . 

El DSM-5 indica que para ser diagnost icado con aut ismo un individuo 

debe most rar los síntomas de los grupos A, B, C y D:  

 

A. Déficits persistentes en la comunicación social y en las interacciones 

sociales que se evidencien en dist intos contextos y que no se expliquen por 

ret rasos generales en el desarrollo. Deben manifestarse los siguientes 3:  

1. Déficits en la reciprocidad socio-emocional,  que van desde una 

interacción social anormal debida a fallas en la conversación de ida y vuelta, 

reducción en el deseo de compart ir  intereses, emociones y/ o afecto, hasta 

la falta total de iniciat iva en entablar alguna interacción social.  
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2. Déficits en la comunicación no verbal ut ilizada para la interacción 

social, que va desde una integración pobre de comportam ientos de 

comunicación verbal y no verbal, debida a anomalías en el contacto visual y 

en el lenguaje corporal, hasta déficits en la comprensión y el uso de la 

comunicación no verbal debidos a la ausencia de expresiones faciales.  

3. Déficits en el desarrollo y m antenim iento de relaciones 

interpersonales, de acuerdo con el nivel de desarrollo (sin tener en cuenta a 

las personas que les proporcionan cuidado) , que van desde dificultad de los 

niños para adaptarse a diferentes contextos sociales debida a dificultades 

para compart ir  el j uego imaginat ivo y a hacer am igos, hasta una aparente 

falta de interés en la gente. 

 

B. Pat rones repet it ivos y rest r ingidos de comportam iento, intereses o 

act iv idades manifestados al menos por dos de los siguientes:  

1. El discurso, los movim ientos mot rices o el uso de objetos se realiza 

de manera estereot ipada y/ o repet it iva (comportam ientos mot rices simples 

estereot ipados, ecolalia o uso repet it ivo de objetos o frases) . 

2. Adhesión excesiva a rut inas, pat rones r ituales de comportam iento 

verbal o no verbal, o una excesiva resistencia al cambio (como rituales 

mot rices, la insistencia en un m ismo camino o alimentos, preguntas 

repet it ivas o angust ia ext rema ante pequeños cambios) . 

3. I nterés desmedido u obsesivo en cuest iones normalmente 

irrelevantes (como fuerte apego o preocupación por objetos poco comunes, 

intereses circunscr iptos a un tema en part icular) .  

4. Hiper o hiporeact iv idad a est ímulos sensoriales o interés inusual en 

aspectos sensoriales del ambiente (como aparente indiferencia al 

dolor/ calor/ fr ío, o respuestas excesivas ante determ inados sonidos o 

texturas, fascinación por oler o tocar objetos, por luces o por objetos que 

giran como ruedas o t rompos) . 
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C. Los síntomas deben estar presentes en la niñez temprana (pero 

pueden no manifestarse completamente hasta que la demanda social así se 

lo exija) .  

 

D. Los síntom as al aparecer en conjunto lim itan o dif icultan el 

funcionam iento diar io y cot idiano. 

 

Para diagnost icar el aut ismo se ut ilizan dist intas pruebas que constan 

de preguntas dir igidas hacia los cuidadores del niño, observación e 

interacción directa ent re el especialista y el niño, o una com binación de 

ambas. Estas pruebas son herram ientas clínicas, usadas por profesionales 

(psiquiat ras, psicólogos, pediat ras, pedagogos) . Algunas de las pruebas 

ut ilizadas son la lista de verif icación de aut ismo en niños pequeños (CHAT 

por sus siglas en inglés)  (Baron-Cohen S, 1992) , el programa pre- linguíst ico 

de observación de diagnóst ico de aut ismo (PL-ADOS) (DiLavore PC, 1995)  y 

la escala de nivel de aut ismo en la niñez (CARS)  (DiLalla DL, 1994) . Esta 

últ ima es una de las más usadas en invest igación, ya que br inda un nivel de 

gravedad de síntomas y puede ser usada para evaluar la progresión de los 

síntomas o bien la mejora en el caso de t ratam ientos o terapias.  

 

I .4 Ansiedad y depresión:  ¿alteraciones asociadas o co-existentes? 

 

Existe un considerable debate sobre si ciertos desórdenes 

psicopatológicos que se presentan con alta frecuencia en la población 

aut ista deben ser asociados al diagnóst ico o si deben ser considerados solo 

como síntomas co-existentes. Dos de estos desórdenes son la ansiedad y la 

depresión. 

La ansiedad resulta ser una de las alteraciones más comunes, sobre 

todo ent re los niños en edad escolar  y en los adolescentes con DEA 
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(Ghaziuddin et  al. , 2002) . De hecho, Kanner ya lo había notado en su 

descripción de niños con aut ismo (Kanner, 1943) . Actualmente, la ansiedad 

no es considerada una característ ica del aut ismo dent ro de la clasificación 

del DSM-V.  

Los individuos con aut ismo prefieren el aislam iento social y mant ienen 

un bajo nivel de contacto social. Sin embargo, algunos de estos individuos 

son conscientes de su desconexión social y parecen desear que esto fuese 

dist into (At twood, 2000) . En ese contexto, es lógico conjeturar que la 

conciencia de esta discapacidad podría engendrar ansiedad. La ansiedad no 

puede ser considerada sólo como un desorden co-existente, ya que si un 

niño con DEA presenta también desorden de ansiedad, este desorden podría 

empeorar los síntomas clásicos del aut ismo. Por ejemplo, la ansiedad social 

puede cont ribuir a la evitación de situaciones sociales, a relaciones ext rañas 

con pares y favorecer así el aislam iento (Myles, 2001) . Por lo tanto, la 

ansiedad t iene efectos bidireccionales en la discapacidad social de las 

personas con DEA y resulta fundamental el desarrollo de un abordaje que 

perm ita explorar cóm o el desorden de ansiedad se desarrolla e interactúa 

con las pr incipales alteraciones del DEA. 

Con respecto a la depresión, resulta im portante dist inguir ent re un 

estado depresivo o t riste versus el síndrome de depresión. En una muest ra 

pequeña de 20 varones adolescentes con desorden de Asperger (Green et  

al., 2000) , 40%  most raban una infelicidad crónica, pero solo 5%  cumplían 

con los cr iter ios de depresión mayor. Esto está en la m isma línea que lo 

reportado por Hofvander:  de un estudio en el que analizaron una muest ra 

de 125 personas con DEA, el 34%  había sido t ratado alguna vez con 

ant idepresivos, pero no necesariamente por ser diagnost icado con 

depresión, sino también por t rastornos de humor y/ o desorden bipolar. Por 

el cont rar io, un 46%  fue diagnost icado con algún t ipo de desorden de 

ansiedad (Hofvander et  al., 2009) . 

Estos estudios avalan el hecho de que, a pesar de no estar presentes 

como un síntoma cent ral en el DSM-V (ni en las ediciones anter iores) , los 
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t rastornos de ansiedad son un requisito a t ildar en algunas de las pruebas 

diagnóst icas para aut ismo mencionadas anteriormente, y no así la 

depresión.  

 

I .5 Neuropatología 

 

Diferentes abordajes, incluyendo la evaluación clínica, estudios de 

imágenes y estudios neuropatológicos, han sido usados para estudiar las 

anormalidades est ructurales y morfológicas del cerebro de personas con 

DEA. 

Kemper y Bauman fueron los primeros en describir un ret raso sut il en 

el crecim iento de los somas y las dendr itas de algunas neuronas del sistema 

lím bico (Bauman y Kemper, 1985) . Reportaron también un número reducido 

de células de Purkinje y células granulares en el cerebelo. Estos hallazgos, 

fueron ampliados y reconfirmados en subsecuentes t rabajos del m ismo 

grupo (Bauman y Kemper, 2003)  y dieron com ienzo a una gran cant idad de 

estudios morfomét ricos sobre el cerebelo, llevando a reconsiderar su rol no 

sólo en el aut ismo sino también en ot ros comportam ientos complejos como 

el lenguaje y la atención  (Schmahmann, 2004) .  

En la línea de análisis morfomét ricos, ot ro hallazgo consistente fue la 

observación de una alteración en el crecim iento del cerebro, documentado 

extensivamente por Courchesne (Courchesne, 2004) . El estudio del tam año 

del cerebro se puede realizar m idiendo t res var iables:  la circunferencia de la 

cabeza, el volumen del cerebro a part ir  de im ágenes de resonancia 

magnét ica (MRI )  y el peso del cerebro post -mortem. Courchesne llamó la 

atención sobre la importancia de la edad en que estas var iables son 

estudiadas, ya que las regiones que sufren de un crecim iento acelerado en 

la infancia, son las m ismas que, en algunos individuos, sufren degeneración 

a medida que el individuo crece. Los cambios relacionados con la edad y la 
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heterogeneidad en la respuesta a largo térm ino podrían alterar o 

enmascarar la patología temprana. 

Teniendo esto en cuenta, Courchesne t razó una curva de crecim iento, 

observando que el inicio de la enfermedad parece precedido de dos fases 

anormales de crecim iento del cerebro:  una fase temprana de crecim iento 

excesivo del cerebro que se da hasta los 6-14 meses de edad, y una fase 

poster ior de enlentecim iento o arresto del crecim iento ent re los 2 y los 4 

años (Courchesne, 2004;  Courchesne et  al., 2004) . En algunos individuos, 

incluso, se puede ident ificar una tercera fase de degeneración, que se daría 

en la preadolescencia.  El pat rón de crecim iento anormal del cerebro estaría 

dado pr incipalmente por anormalidades en el crecim iento del lóbulo frontal,  

el cerebelo y est ructuras límbicas (Courchesne, 2004;  Courchesne et  al.,  

2004;  Schumann et  al., 2004;  Courchesne y Pierce, 2005) . Estas regiones 

están ínt imamente involucradas en el desarrollo de habilidades sociales, de 

comunicación y mot r ices, habilidades que se encuentran dism inuidas en 

personas con DEA (Dawson et  al., 2002;  Sm ith et  al., 2005) . Resulta 

interesante el hecho de que estas regiones normalmente están conectadas 

y las fibras que las conectan se encuent ran dism inuidas en personas con 

DEA. La modificación en la cant idad y dist r ibución de la sustancia blanca 

genera un anormal pat rón de act ivación y sincronización ent re las diferentes 

regiones, que incluye la reducción de la conect iv idad funcional y una 

dism inución en el desempeño de tareas que requieren de cierta noción del 

t iempo, tales como el lenguaje, la mem oria de t rabajo, la resolución de 

problemas y las señales no verbales de la interacción social (Minshew y 

Williams, 2007) .  

Por el cont rar io, se observó un volumen m ayor de sustancia blanca en 

el verm is cerebeloso (Noriuchi et  al. , 2010)  y en los dist intos lóbulos de los 

hemisfer ios cerebrales (mayormente en el lóbulo frontal)  dispuesta 

subcort icalmente y formando axones de proyección cortos (Herbert  et  al.,  

2003;  Herbert  et  al.,  2004) . Casanova ha sugerido que el aumento de la 

sustancia blanca en esta zona obedece a la necesidad de conexiones de 

corto alcance ent re las m ini-columnas (Casanova, 2004) . Las m ini-columnas 
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son est rechas cadenas de neuronas que se ext ienden vert icalmente a t ravés 

de las capas de la corteza I I  a VI  (Mountcast le, 1997)  y que const ituyen 

unidades anatóm icas y funcionales. Varios elementos anatóm icos han sido 

usados para describir  las característ icas morfomét ricas de las m ini-

columnas:  arreglos de células piram idales, manojos de axones, manojos de 

dendritas y localización de células en cesta (Casanova, 2007) . La 

característ ica más usada para estudiarlas es el arreglo de células 

piram idales. La arquitectura de estos arreglos pareciera estar modificada en 

pacientes con DEA:  las m ini-columnas son más numerosas, más pequeñas y 

menos compactas en su configuración celular , especialmente en la región 

temporal y frontal (Casanova et  al. , 2002) . Si estas alteraciones resultan en 

los síntomas conductuales observados en el DEA y de qué manera, es algo 

que  todavía necesita ser dilucidado. 

No solo se encuentra modificada la cant idad de sustancia blanca en los 

pacientes con DEA, también está modificada su calidad. El estudio de la 

organización, tasa de maduración e integridad est ructural de la sustancia 

blanca fue llevado adelante por medio de una técnica de resonancia 

magnét ica conocida como Imagen Ponderada por Difusión (Hazlet t  et  al.,  

2006) . Esta técnica perm ite medir la difusión del agua en el tej ido 

perm it iendo est imar la dirección y la densidad de empaquetam iento de los 

t ractos de fibras. En un reciente t rabajo, Shukla y colaboradores observaron 

cambios en esta variable en var ias regiones cort icales involucradas en el 

comportam iento social y la integración de la información en part icipantes de 

9-20 años de edad (Shukla et  al. , 2011) . 

También se estudió la densidad de dendritas de células piram idales 

usando el método de Golgi. Los invest igadores (Hutsler y Zhang, 2010)  

observaron evidencia consistente que muest ra un aumento en la densidad 

de espinas en todas las capas de la corteza de las áreas estudiadas y en 

todo el rango etario invest igado (de 10 a 46 años) . Estos resultados 

representan una base est ructural sobre la que se sost ienen las hipótesis de 

deficiencia en la calidad de las conexiones cort ico-cort icales (Hughes, 2007)  
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y un aumento en las conexiones de corto alcance, como, por ejemplo, de 

las conexiones ent re áreas subcort icales y la corteza (Mizuno et  al., 2006) .  

Existen numerosos reportes de ot ras alteraciones, pero solo hemos 

mencionado aquí las que t ienen un alto nivel de consistencia a lo largo del 

t iempo y ent re dist intos grupos. La falta de consistencia de otros reportes 

puede deberse al bajo poder estadíst ico de las pruebas usadas debido al 

pequeño tamaño muest ral, a la heterogeneidad propia del desorden, a la 

diversidad de cont roles ut ilizados (población normal, hermanos, ot ros 

desórdenes psiquiát r icos)  o bien a la dif icultad de cont rolar posibles factores 

que confunden los resultados (presencia de ret raso mental, co-ocurrencia 

con ot ros desórdenes neuropsiquiát r icos, antecedentes de convulsiones o 

histor ia médica) .   

Teniendo en cuenta las alteraciones mencionadas y considerándolas en 

conjunto con los síntomas, podemos decir  que el aut ismo es un desorden 

del desarrollo en la organización neuro-cort ical que causa alteraciones en el 

procesamiento de la información a diferentes niveles del sistem a nervioso, 

desde la organización sinápt ica y dendrít ica hasta la conect iv idad de las vías 

y las est ructuras cerebrales (Geschwind y Levit t , 2007;  Minshew y Williams, 

2007) . Estas alteraciones neurobiológicas afectan el desarrollo del 

comportam iento social y la comunicación durante las etapas tempranas de 

la niñez (Landa et  al., 2007) , y parecen estar influenciadas tanto por 

factores genét icos como ambientales.  

 

I .6 Factores et iológicos 

 

El DEA es un desorden clínicamente heterogéneo y aproximadamente 

en el 10%  de los pacientes pueden observarse desórdenes genét icos y 

neurológicos tales como los síndromes de Ret t , de Down, de frágil X y 

Esclerosis Tuberosa, cuya causa es conocida. Sin embargo, en la mayor 

parte de los pacientes las causas son desconocidas y no se ha podido 
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ident if icar un único mecanismo patofisiológico como causa de la 

enfermedad. La evidencia indicaría que no se ha podido ident ificar porque 

no exist ir ía un único mecanismo patofisiológico: dependiendo de los 

procesos que t ienen lugar en el momento en el que la homeostasis se 

altera, dependiendo de cuál/ es sean los agentes que ocasionan el 

desequilibr io, dependiendo de ot ros factores de r iesgo presentes en la 

persona y en el ambiente y de cuales sean los mecanismos de 

compensación que se disparen, será el mecanismo patofisiológico que 

ocasione el DEA ( figura I .2) . 

 

Figura I.2. Factores genéticos y ambientales que influencian el desarrollo pre y 
postnatal. Estos factores alteran los procesos neurobiológicos y del neurodesarrollo que 
resultan en las característ icas pr incipales del DEA. 

 

I.6.1 Factores genéticos 

Existen dist intas líneas de evidencia que sugieren que el desorden es  

heredable a pesar de no exist ir  una causa genét ica simple. La tasa de 

concordancia para personas con DEA reportada a part ir  de poblaciones de 

gemelos dicigót icos varía ent re 0 a 37% , m ient ras que para gemelos 

monocigót icos varía ent re el 44 al 91%  (Steffenburg et  al.,  1989;  Bailey et  

al., 1995;  Constant ino y Todd, 2000;  Kates et  al., 2004) . Esto sugiere que 

la composición genét ica puede cont ribuir a un mayor r iesgo de desarrollar  

DEA. Además de la heredabilidad observada en los gemelos, el r iesgo de 

que un hermano no gemelo de una persona con DEA desarrolle también el 
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desorden resulta 25 veces más grande que el r iesgo de la población general 

(Jorde et  al., 1991) .  

La heredabilidad del DEA sugiere un componente genét ico, pero no 

único:  serían diversos los genes que podrían ser la causa del desorden. Esos 

genes varían mucho ent re individuos y grupos fam iliares. Estudios de 

asociación en todo el genoma, estudios de asociación genét ica, detección de 

var iación del número de copias y análisis de polimorfismos de nucleót ido 

simple (SNP)  han dejado al descubierto un gran número de genes 

candidatos asociados al DEA (Abrahams y Geschwind, 2008) , incluyendo 

RELN (Skaar et  al.,  2005) , SHANK3 (Moessner et  al., 2007) , NLGN3, 

NLGN4X (Jamain et  al.,  2003) , MET (Campbell et  al. , 2006) , GABRB3 

(Buxbaum et  al.,  2002)  y OXTR (Wu et  al.,  2005) . Por ot ra parte, en var ios 

t rastornos or iginados por mutaciones genét icas simples, incluyendo el 

síndrome de Ret t  (MeCP2)  (Nagarajan et  al., 2008) , el de frágil X (FMR1) 

(Belmonte y Bourgeron, 2006) , la esclerosis tuberosa (TSC1 o TSC2)  

(Wiznitzer, 2004) , el síndrome de Timothy (CACNA1C) , el síndrome de 

Cowden (PTEN) , y el síndrome de Angelman (UBE3A) , la ocurrencia de DEA 

es mayor que en la población general.  

Ent re los genes candidatos, var ios desempeñan importantes papeles 

en la función inmune. Proteínas de la vía de la fosfat idilinositol-3-quinasa 

(PI 3K) , incluyendo las codificadas por los genes MET, PTEN, TSC1 y TSC2, 

t ienen un papel importante en la regulación de la interleuquina 12, en la 

producción de las células m ieloides y están implicadas en el cambio de 

fenot ipo de macrófagos, del perfil M1 al perfil M2 (Fukao et  al., 2002) . Los 

genes candidatos adicionales incluyen haplot ipos del complejo mayor de 

histocompat ibilidad t ipo 2 (MHC-I I )  (Lu et  al., 1991;  Torres et  al., 2001) , el 

complemento 4B (C4B)  (Odell et  al. , 2005)  y el factor inhibidor de 

macrófagos (MI F)  (Grigorenko et  al.,  2008) , y resultan de im portancia en 

las respuestas de dirección y cont rol inmunológico.  

Sin embargo, luego de combinar todos los factores de r iesgo 

ident if icados, incluso con los recientes avances en la ident if icación de genes, 
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solo se puede explicar el 10-20%  de los casos del total de la población con 

DEA (Abrahams y Geschwind, 2008) . Además, var ios de estos factores de 

r iesgo genét ico pueden también estar presentes en individuos sin DEA, lo 

que sugiere que muchas de estas mutaciones pueden aumentar el r iesgo de 

desarrollar el desorden, pero se requiere de factores de r iesgo adicionales 

para manifestar lo.  

Un estudio reciente, realizado a part ir  de una muest ra grande de una 

base de datos danesa y usando la clasificación actual para el diagnost ico de 

DEA, most ró que la tasa de concordancia ent re gemelos dicigót icos fue 

seriamente subest im ada en estudios previos, por lo que la influencia de 

factores genét icos sobre la suscept ibilidad de desarrollar aut ismo estaría 

sobreest imada (Hallm ayer et  al., 2011) . La hipótesis que guía el t rabajo es 

que, debido a la heredabilidad reportada, se ha enfocado la invest igación en 

la búsqueda de causas genét icas en desmedro de la invest igación de 

potenciales causas o disparadores ambientales. Las potenciales causas 

ambientales incluir ían la edad de los padres (Gardener et  al., 2009) , el bajo 

peso al nacer (Schendel y Bhasin, 2008) , múlt iples nacim ientos (Croen et  

al., 2002)  e infecciones maternas durante el embarazo (At ladot t ir  et  al., 

2010) , ent re ot ros. Existe evidencia acumulada que muest ra que los 

primeros síntomas de aut ismo surgen al f inal del pr imer año de vida. 

Teniendo en cuenta que los gemelos comparten tanto el ambiente prenatal 

como el postnatal temprano, los autores hipotet izan que al m enos algunos 

de esos factores ambientales están impactando sobre la suscept ibilidad de 

desarrollar aut ismo, actuando durante el periodo crít ico. Cualquiera sea la 

cont ribución de estos factores a la tasa de concordancia, estarían siendo 

malinterpretados y confundidos con causas genét icas en los análisis de 

gemelos. 

Todo esto, sumado a la incompleta penet rancia de los factores de 

r iesgo genét icos, sugiere fuertemente la necesidad de invest igar la 

existencia y la cont r ibución de factores ambientales, a fin de comprender 

mejor la et iología del desorden. 
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I.6.2 Factores ambientales 

Se han postulado diversos factores no genét icos en la patogénesis del 

aut ismo. Estudios epidem iológicos sugieren un aumento en la tasa de esta 

enfermedad en regiones geográficas part iculares (Gillberg, 1983) , en 

nacim ientos en determ inadas estaciones (Zerbo et  al., 2011)  y relacionados 

con factores virales y/ o inmunológicos (Singh, 1996;  Licinio et  al. , 2002) . 

También se han propuesto una gran var iedad de factores o contam inantes 

ambientales. A cont inuación mencionamos algunos de los más estudiados. 

La exposición a met ilmercurio durante la niñez está asociada a 

anormalidades neurosiquiát r icas en el lenguaje, la atención y la memoria 

(Grandjean et  al.,  1999;  Davidson et  al. , 2011) . DiCicco-Bloom y 

colaboradores reportaron que la exposición aguda al met ilmercurio durante 

el desarrollo provoca la muerte de células del hipocampo, una reducción en 

la neurogénesis, y déficits de aprendizaje graves (Falluel-Morel et  al.,  

2007) .  

Por ot ra parte, se ha señalado al t imerosal, un compuesto orgánico 

que cont iene et ilmercurio, como un posible factor et iológico ambiental.  Este 

compuesto ha sido ampliamente ut ilizado desde la década de 1930 como 

conservante para prevenir la contam inación m icrobiana en dist intos 

productos biológicos y drogas, incluyendo muchas vacunas. Ha sido 

señalado por var ios grupos de padres como el responsable de alteraciones 

en el neurodesarrollo, y, en part icular, de aumentar el r iesgo de desarrollar 

aut ismo (Hviid et  al.,  2003) .  

En función de esto, se empezó a considerar a la vacunación como 

factor de r iego y se iniciaron numerosas campañas cont ra la m isma. La 

asociación ent re las vacunas que se administ ran en la niñez temprana 

(específicamente vacunas de sarampión, paperas y rubeola)  y el aut ismo 

cobró mucha importancia luego de que, en 1998, se publicara un t rabajo en 

la revista médica The Lancet, en el que se establecía una relación causa-

efecto ent re el mercurio contenido en las vacunas, la colit is y el DEA. El 

invest igador responsable del t rabajo fue Andrew Wakefield, quien 
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poster iormente fue desacreditado por la prensa (Deer, 2011)  debido a que 

tenía múlt iples conflictos de intereses no declarados, evidencia manipulada 

y códigos de ét ica incumplidos. El t rabajo fue ret irado de la revista y la 

revista se ret ractó parcialmente en el 2004, y totalmente en el 2010 (Paper 

ret irado,  2010) . Wakefield fue declarado culpable de fraude por el Consejo 

Médico General del Reino Unido y su licencia de médico le fue ret irada.  

El consenso actual de la comunidad cient íf ica es que no hay evidencia 

que relacione a las vacunas con el desarrollo del aut ismo. Para llegar a esta 

afirmación se realizaron múlt iples estudios epidem iológicos, gastándose una 

enorme cant idad de recursos. La validez de estos estudios está avalada por 

las mayores inst ituciones sanitar ias de países como Estados Unidos y el 

Reino Unido, ent re otros:  el Cent ro para el Cont rol de Enfermedades (CDC) , 

la Academ ia Americana de Pediat r ía, la Academia Nacional de Ciencias y el 

I nst ituto de Medicina de Estados Unidos, y el Servicio de Salud Nacional del 

Reino Unido, que corroboraron y revisaron los t rabajos realizados. 

Lamentablemente la campaña hecha en cont ra de la vacunación 

temprana parece haber sido escuchada y hoy se pueden ver brotes de esas 

enfermedades que no se veían hace 10 años at rás ( figura I .3) .  

Por ot ra parte, la talidom ida, un medicam ento cont ra las náuseas, fue 

ut ilizado por mujeres embarazadas ent re 1957 y 1962 y causó severos 

defectos de nacim iento, aumentando además el r iesgo de desarrollar 

aut ismo. El análisis de los efectos perm it ió ident if icar ventanas temporales 

crít icas en el desarrollo:  el desorden observado se podía relacionar con el 

momento en el que la madre había ingerido la droga. Para el caso del 

aut ismo esta ventana resultó ser del día 20 al día 23 luego de la 

fecundación, un estadio temprano del desarrollo neuronal. En ese momento 

el tubo neural se encuent ra cerrándose y las pr imeras neuronas están 

naciendo (St rom land et  al., 1994) . 
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Figura I.3. Mapas realizados por el Programa de Salud Global (GHP). Se m uest ran los 
brotes de saram pión (círculos rojos) , de paperas (círculos verdes)  y de rubeola (círculos 
azules)  en el año 2008 (A)  y los acum ulados ent re el 2008 y el 2014 (B) . El GHP es una 
iniciat iva del Consejo de Relaciones Exteriores (ht tp: / / www.cfr.org/ ) .  

 

Ot ro de los agentes medioambientales más extensivamente estudiados 

es el ácido valproico (VPA) . El VPA es un acido graso sintet izado por pr imera 

vez en 1882 (Burton, 1882)  como un análogo del acido valér ico, encont rado 

normalmente en la valer iana (Valeriana officinalis)  y usado hasta ese 

momento como solvente orgánico. Las propiedades ant iepilépt icas del VPA 

fueron descubiertas por casualidad, por el invest igador Pierre Eymard en 

1962, quien estaba invest igando la act iv idad ant iconvulsiva de ot ros 

compuestos y usaba al VPA como vehículo (Meunier et  al., 1963) . En la 
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actualidad se ut iliza como medicina ant iconvulsiva y estabilizador del 

humor, pr incipalmente para el t ratam iento de la epilepsia y el desorden 

bipolar. 

Se ha establecido una relación ent re el VPA y el DEA en var ios estudios 

de caso y en estudios ret rospect ivos. Esta droga es conocida desde hace 

t iempo como causante de malformaciones y discapacidades de desarrollo, 

síntomas de una ent idad clínica denom inada Síndrome de Valproato Fetal 

(SVF) . Laegreid y su grupo en 1993 realizaron un estudio examinando a 7 

niños con SVF:  2 de los 7 casos most raban síntomas de aut ismo y 2 más 

most raban marcados ret rasos de desarrollo (Laegreid et  al. , 1993) . El año 

siguiente ot ro t rabajo most ró un estudio de caso en el que de 4 hermanos 

con SVF, 2 habían sido diagnost icados con aut ismo (Christ ianson et  al.,  

1994) . Ot ro grupo, en 1997, descr ibió 6 casos más, most rando que niños 

con SVF también habían sido diagnost icados con DEA (Williams y Hersh, 

1997;  Williams et  al.,  2001) . Con el fin de poner a prueba esta asociación, 

Christensen y su grupo llevaron a cabo un estudio en una población mucho 

mayor (Christensen et  al. , 2013) . El gran tamaño muest ral y todos los 

cont roles tenidos en cuenta brindaron evidencia fuerte que relaciona al SVF 

con el DEA. En el análisis se cont rolaron potenciales factores de confusión 

tales como enfermedades psiquiát r icas de los padres, edad de los padres al 

momento de la fecundación, malformaciones congénitas y epilepsias 

maternas. Del t rabajo concluyeron que hay un significat ivo aumento del 

r iesgo de que los niños expuestos a VPA durante el embarazo desarrollen 

DEA (Christensen et  al., 2013) . También sugir ieron var ios mecanismos por 

los que el VPA podría estar aumentando el r iesgo de DEA, mecanismos que 

aún deben ser puestos a prueba:  una posible interferencia en la función de 

neurot ransmisores, apoptosis neuronal, modificación de la plast icidad, 

inhibición de deacet ilasas de histonas o interrupción del metabolismo del 

ácido fólico. En línea con esto concluyeron que el estudio de los efectos del 

VPA sobre el cerebro y sobre el comportam iento podría proveer pistas que 

indiquen qué caminos recorrer para invest igar posibles mecanismos del 

DEA. 
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También se han observado ciertos factores maternos y paternos que 

t ienen peso frente a la incidencia de aut ismo. En un estudio reciente, Kong 

y sus colaboradores (Kong et  al.,  2012)  encont raron que el esperma de 

hombres de edad avanzada contenía más mutaciones de ADN en 

comparación con el esperma de los hombres jóvenes, y estas mutaciones se 

encont raban comúnmente en sus hijos aut istas. Por lo tanto, la edad del 

padre parece ser un factor de r iesgo para los t rastornos del espect ro 

aut ista. También se observó una asociación ent re el aut ismo y la edad de la 

madre, pero el efecto parece ser mayor en la línea paterna. 

Se ha most rado la asociación ent re brotes de enfermedades virales y 

un aumento en la incidencia de aut ismo (Hornig y Lipkin, 2001;  Pat terson, 

2008) . Un estudio epidem iológico que se realizó a part ir  de la información 

del Regist ro Médico de Dinamarca indicó recientemente que la infección 

materna es un factor de r iesgo para el aut ismo. El examen fue hecho a 

part ir  de 10000 casos de aut ismo y se encont ró una asociación significat iva 

con la infección viral materna durante el pr imer t r imest re (At ladot t ir  et  al., 

2010) . Retomaremos esta línea de evidencia en la sección siguiente. 

 

 

I .7 Neuroinflamación y aut ismo 

 

Como mencionamos anteriormente, la epidem ia de rubeola en 1964 en 

EE.UU. fue uno de los acontecim ientos que cambió el campo desde el cual 

se estudiaba el DEA. En la actualidad dist intos estudios refuerzan esa 

asociación, siendo uno de los más concluyentes el estudio realizado a part ir  

de la base de datos danesa (Hallmayer et  al. , 2011) . Tam bién se ha 

observado una alta correlación ent re la estación en la que ocurre el 

nacim iento y el r iesgo de aut ismo:  la población que nace durante los meses 

de invierno, momento que coincide con la estación de gripes, muest ra un 

r iesgo mayor de desarrollar  este desorden (Zerbo et  al., 2011) .  
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¿Cuál podría ser la relación ent re la exposición a una infección y el 

aut ismo? Por un lado, la act ivación del sistema inmune puede afectar la 

función normal de la placenta y se han relacionado patologías de la placenta 

con el aut ismo (Anderson et  al., 2007) . Por ot ro, las infecciones tanto 

bacterianas como virales y la autoinm unidad pueden resultar en un 

aumento en la act iv idad del sistema inm une materno. Dist intos estudios 

usando modelos animales han cont ribuido a la comprensión de cómo la 

act ivación del sistema inmune puede afectar el desarrollo del cerebro fetal 

(Pat terson, 2002) . Durante el desarrollo las citoquinas se expresan en 

niveles muy bajos, j ugando un rol en la m igración neuronal y glial,  en la 

diferenciación y maduración sinápt ica (Merrill,  1992) . La act iv idad del 

sistema inmune materno alteraría no solo los niveles de citoquinas en el 

suero de la madre, sino también en la placenta y en el cerebro del feto, y 

este aumento en la concent ración de citoquinas en el cerebro podría estar 

afectando el desarrollo del m ismo a dist intos niveles, manteniéndose este 

efecto a largo plazo en la fisiología y el comportam iento. 

Los primeros estudios realizados a fin de indagar sobre el efecto de la 

act ivación del sistem a inmune en el feto sugir ieron que las infecciones 

prenatales virales pueden dañar el sistema inmune, aun inmaduro, e inducir 

tolerancia vír ica (Stubbs y Crawford, 1977) , m ient ras que los estudios 

poster iores most raron alteraciones y act ivación en un subconjunto de 

células T, en consonancia con la posibilidad de una patogénesis autoinmune 

(Gupta et  al., 1998) . Varios estudios de sangre perifér ica m ost raron un 

amplio rango de anormalidades incluyendo disfunción de células B, T y NK, 

producción de auto-ant icuerpos, un aumento en los niveles de las citoquinas 

proinflamator ias y una dism inución de la producción de inmunoglobulinas 

(Warren et  al.,  1986;  Singh et  al., 1997a;  Singh et  al., 1997b;  Gupta et  al.,  

1998;  Jyonouchi et  al., 2001;  Singh et  al., 2002;  Vojdani et  al.,  2002) .  

Más interesante aun resulta la evidencia de la presencia de glia 

act ivada y alteración del perfil de expresión de citoquinas encont radas en el 

cerebro aut ista y en el liquido cefalorraquídeo (Vargas et  al., 2005;  Saet re 

et  al. , 2007;  Garbet t  et  al., 2008;  Morgan et  al., 2010) . Dist intos 



Luciana Lucchina                                                    Capítulo I - I nt roducción 

38 
 

laborator ios han llegado de manera independiente a estas conclusiones, a 

t ravés de una gran variedad de técnicas tales como histología, ELI SA, PCR y 

m icroarreglos. El hecho de que la desregulación es encont rada tanto en el 

cerebro de niños como de adultos sugiere un estado permanente de 

desregulación del sistema inmune a nivel cent ral, que com ienza temprano y 

es mantenido por algún mecanismo de ret roalimentación posit ivo. 

La formación anormal de redes neuronales y el desbalance patológico 

de la neurot ransm isión son parte del corazón m ismo de los t rastornos 

aut istas. ¿Cómo podría esto verse alterado por un desbalance o una 

alteración en el sistema inmune? Y, por ot ra parte, ¿qué es lo que inicia 

este estado inflamatorio subclínico, y cuál es el mecanismo que lo mant iene 

act ivado? A fin de poder contestar estas preguntas, se hace necesario un 

acercamiento a los elementos responsables de la respuesta inmune en el  

cerebro:  las células de la glia y las citoquinas. 

 

I.7.1 Células de la glia 

La plast icidad en el cerebro es cont rolada a 3 niveles diferentes:  

compart im ientos subcelulares, células y redes neuronales. En el circuito 

neuronal, las conexiones intercelulares están establecidas por sinapsis que 

operan tanto quím icamente (principalmente a t ravés de neuronas)  como 

por medio de uniones gap o eléct r icas (principalmente conectando con 

ast rocitos aunque también ent re neuronas)  (Ransom y Ket tenmann, 1990) .  

El or igen, el desarrollo y el remodelam iento funcional de redes de alta 

complej idad celular requieren de un preciso cont rol homeostát ico ejecutado 

en los 3 niveles de organización. Este cont rol homeostát ico es llevado 

adelante por la glia.  

Las células de la glia, inicialmente descriptas por Virchow como tej ido 

conectivo que “yace entre las partes nerviosas propiamente dichas, 

uniéndolas y dándole forma al todo en mayor o menor medida” (Virchow, 

1858) , están representadas por 2 grupos de t ipos celulares, la macroglia, 
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cuyo origen embrionario es el m ismo que el de las neuronas (ectodérm ico) , 

y la m icroglia, que t iene origen m ieloide (endodérm ico) .  

Las células de la m icroglia fueron descriptas por Del Río-Hortega 

(1919-1921) a principios del siglo pasado como “células pequeñas de núcleo 

chico y conspicuo con al menos dos procesos espinosos”. La hipótesis más 

robusta sobre su or igen propone que provienen de monocitos derivados del 

saco vitelino que ingresan al cerebro durante los pr imeros estadios del 

desarrollo (Perry y Teeling, 2013) . Estas células se dist r ibuyen a t ravés del 

parénquima neuronal de manera heterogénea:  dependiendo de la región, 

podemos encont rarlas const ituyendo más del 12%  de la población de 

células no neuronales (Lawson et  al., 1990;  St reit  et  al. , 1999) . A medida 

que el cerebro madura, evolucionan en m icroglia, adoptando una morfología 

ram ificada. 

La microglia ramificada, en estado basal o “de reposo”, expresa 

const itut ivamente una var iedad de marcadores de superficie:  CD11b (Perry 

et  al., 1985) , F4/ 80 (Perry et  al. , 1985) , enzima de unión a calcio I baI  ( I to 

et  al. , 1998)  y moléculas de unión a lect inas (St reit  et  al., 1985;  Acarin et  

al., 1994;  Dalmau et  al.,  2003) , que suelen usarse para ident ificar las por 

medio de técnicas inmunohistoquím icas en una variedad de especies, 

incluyendo ratón, rata y humano (Dalmau et  al., 1998;  Wirenfeldt  et  al. , 

2003) . 

En distintas situaciones, la microglia puede “activarse”. Una de las 

característ icas más dist inguibles y evidentes de esta act ivación es la 

t ransformación morfológica:  en la fase inicial (de m inutos a horas luego de 

un daño)  puede observarse la ret racción parcial y un ligero engrosamiento 

de los procesos;  en los estadios intermedios los procesos se van haciendo 

más cortos y gruesos y los somas más grandes y redondos;  y finalmente en 

la fase de máxim a act ivación, las células adoptan una forma am eboidea con 

un citoplasma vacuolado, indist inguible de un macrófago ( figura I .4-A) . 

Kreutzberg llamó al estado basal, estadio 1;  a los estadios intermedios los 

llamó estadios 2 y 3;  y al estado fagocít ico, estadio 4 (Kreutzberg, 1996) . 
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En paralelo a la t ransformación morfológica, aumenta la expresión de 

marcadores como el CD11b y el F4/ 80 (Perry et  al. , 1985) , e I ba1 ( I to et  

al., 1998) , y se est im ula la expresión de MHC clase I , CD45, CD4 (St reit  et  

al., 1989;  Finsen et  al., 1991;  Finsen et  al. , 1993a;  Lehrmann et  al. , 1997)  

e integr inas (Finsen et  al., 1993b;  Hailer  et  al., 1997) . En el estadio de 

máxima act ivación se observa la expresión del marcador ED1, marcador de 

act iv idad fagocít ica, y se observa secreción de citoquinas y factores t róficos 

(Block et  al.,  2007;  Ekdahl et  al. , 2009) . 

Si bien los marcadores expresados por estas células rem iten a los 

monocitos y macrófagos de la perifer ia, apoyando la idea de una función 

cent ral de la m icroglia en cuanto a la inmunidad en el SNC, este t ipo celular  

está también involucrado en ot ros procesos de importancia. En estado 

basal, t iene funciones en el desarrollo neural, la plast icidad sinápt ica y la 

cognición, m ient ras que, en el estado act ivado, puede inducir tanto 

comportam ientos estereot ipados como disfunción cognit iva (Schwarz y 

Bilbo, 2012;  Perry y Teeling, 2013) .  

En cuanto a la macroglia, esta se clasifica en ast roglia, oligodendroglia, 

y células de Schwann (Nishiyama et  al., 2005;  Verkhratsky et  al., 2010;  

Verkhratsky et  al. , 2013) . A pesar de que la función común de estos 

diversos t ipos celulares es la de mantener, j unto a la m icroglia, la 

homeostasis del sistema nervioso cent ral, cada t ipo celular cumple con esta 

tarea por medio de funciones que les son exclusivas. En part icular , nos 

interesa la act iv idad de la ast roglia. El or igen de la ast roglia es ectodérm ico, 

se diferencia a part ir  de células neuroepiteliales durante el desarrollo, al 

igual que las neuronas. La población ast roglial está compuesta por el grupo 

más heterogéneo de células gliales. Ya en 1909 Sant iago Ramón y Cajal 

había descripto dos t ipos morfológicos de ast rocitos:  los ast rocitos fibrosos 

(con escasos procesos, largos y poco ram ificados, asociados m ayormente a 

la sustancia blanca)  y los ast rocitos protoplasmát icos (con mayor cant idad 

de procesos y más ram ificados, asociados mayormente a la sustancia gr is 

( figura I .4-B)  (Garcia-Marin et  al., 2007) . Luego se han ident if icado 

ast rocitos en dist intas zonas, con característ icas propias:  ast roglia radial 
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localizada en la ret ina (glia de Müller)  y en el cerebelo (glia de Bergmann) , 

ast rocitos polar izados en la corteza pr imar ia, ependimocitos, tanicitos, 

pituicitos, ast rocitos perivasculares, etc. (Verkhratsky et  al. , 2013) . Todas 

estas células expresan const itut ivamente la proteína fibr ilar  glial ácida 

(GFAP) , localizada en los filamentos intermedios, o la proteína de unión a 

calcio S100B. Ambas proteínas sirven como marcadores que se ut ilizan para 

ident if icar a los dist intos t ipos de ast rocitos mediante técnicas de 

inmunohistoquím ica.  

Las funciones que llevan adelante también son muy variadas, aunque 

la mayoría están relacionadas con el mantenim iento de la homeostasis:  

mant ienen el aislam iento del cerebro del resto del cuerpo ( regulando la 

función de la barrera hematoencefálica) , cont rolan la neurogénesis y la 

correcta m igración de las neuronas nuevas ( los ast rocitos en el nicho 

neurogénico cumplen el rol de andam iaje) , regulan la homeostasis iónica, 

const ituyen el soporte en la generación de sinapsis, m ant ienen la 

t ransmisión sinápt ica a t ravés de la remoción de neurot ransmisores, 

proveen a las neuronas de glutamato y glutam ina (precursor de GABA)  y 

secretan secuest radores de las especies react ivas de oxígeno (Nedergaard 

et  al. , 2003;  Alvarez-Buylla y Lim , 2004;  Giaume et  al., 2007;  Wang y 

Bordey, 2008;  Kr iegstein y Alvarez-Buylla, 2009;  Verkhratsky et  al., 2013)  

Además de cont rolar  la homeostasis, la glia forma un sistema de 

defensa del cerebro que se act iva en respuesta a cualquier t ipo de lesión. 

Ante un est ímulo inflamatorio o un evento de neurodegeneración habrá una 

reacción tanto de la m icroglia como de la ast roglia, y la naturaleza de la 

reacción dependerá del est ímulo y de las condiciones en las que se 

encuent re el SNC en part icular y el individuo en general.  



Luciana Lucchina                                                    Capítulo I - I nt roducción 

42 
 

 

Figura I.4. Células de la glia. A.  Microglia. Los m onocitos ingresan en el cerebro en el 
periodo prenatal, se dist ribuyen en el parénquim a y adoptan una m orfología ram ificada 
( flecha verde) . Ante un est ím ulo, y dependiendo de su gravedad, estas células ram ificadas se 
act ivan ( flecha roja) , adquir iendo un fenot ipo fagocít ico. La act ivación es un proceso 
reversible ( im agen adaptada de (Karperien et  al., 2013) . B. Ast roglia. Se m uest ran dos t ipos 
de ast rocitos:  un ast rocito protoplasm át ico (superior)  y un ast rocito fibroso ( infer ior)  
( im agen ext raída del At las Veterinario de Neurohistología 
ht tp: / / vanat .cvm .um n.edu/ neurHistAt ls/ pages/ glia1.htm l) . 

 

Ya sea por un intento de restaurar la homeostasis o por un est ímulo 

inflamator io o neurodegenerat ivo, estos t ipos celulares van a responder. La 

respuesta es un proceso complejo, de múlt iples etapas y cuyas 

característ icas son específicas para los dist intos t ipos de alteraciones. La 

m icroglia act ivada neuroprotege, elim ina patógenos y células muertas o 
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forma cicat r iz, dependiendo de la necesidad. De manera sim ilar, insultos de 

dist intos niveles de severidad y dados por dist intas causas inducen 

diferentes programas de ast rogliosis, que se clasifican en isomórficos 

(procesos reversibles en los cuales la célula mant iene su forma) , y 

anisomórficos (en los que la morfología celular cambia com pletamente, 

perdiendo su organización y formando una cicat r iz)  (Hanisch y Ket tenmann, 

2007;  Ransohoff y Perry, 2009;  Ket tenmann et  al.,  2011) . Qué t ipo celular 

se act iva pr imero, cuáles son las moléculas que se secretan o se expresan 

en la superficie, si se reclutan o no células de la per ifer ia, etc. determ inará, 

en gran medida, la progresión y los resultados que tendrá ese est ímulo 

sobre la fisiología y el comportam iento del individuo afectado (Schwarz y 

Bilbo, 2012;  Perry y Teeling, 2013;  Verkhratsky et  al.,  2013) . 

 

I.7.2 Citoquinas 

Las citoquinas comprenden un grupo de polipépt idos pequeños (8-30 

kDa)  que poseen una gran potencialidad en cuanto a sus funciones. La 

mejor descripción de estas moléculas es dada por el térm ino pleiot ropía:  las 

citoquinas son responsables de una gran variedad de efectos dependientes 

de la concent ración, del t iempo que se secretan, del entorno, del tej ido 

blanco, de los receptores con los que se encuent ran, etc. Actúan a bajas 

concent raciones (del orden de los pico o nanomoles) , pero su concent ración 

puede aumentar rápidamente en respuesta a daños,  enfermedades, 

infecciones, etc., y juegan un rol cent ral en la reparación de tej idos en 

estados patológicos graves.  

A pesar de que durante muchos años se consideró al cerebro como un 

órgano inmunoprivilegiado, en el cual la respuesta inmune era nula debido a 

la existencia de barreras físicas que impedían la comunicación ent re la 

perifer ia y el SNC, hoy se sabe que los est ímulos inflamator ios perifér icos 

pueden inducir  cambios en los niveles de citoquinas en el cerebro (Pitossi et  

al., 1997) . Estos cam bios pueden deberse al pasaje de citoquinas que llegan 

desde la perifer ia a ciertas regiones del cerebro en las cuales la barrera 
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hematoencefálica es permeable, como en los órganos circunvent r iculares 

(Konsman et  al., 2002) , o a un t ransporte act ivo de algunas citoquinas a 

t ravés de esta barrera (Plotkin et  al. , 1996;  Plotkin et  al. , 2000) . Por ot ra 

parte, las citoquinas que circulan en la per ifer ia pueden inducir  la expresión 

de citoquinas en células endoteliales, las cuales pueden ser liberadas al 

parénquima cerebral (Kerschensteiner et  al., 2009) . Ot ra forma en que el 

aumento de citoquinas perifér icas puede afectar el sistema inmune del 

cerebro es a t ravés de la est imulación del nervio vago (Licinio y Wong, 

1997;  Johnston y Webster, 2009) . A su vez, las células de la glia, células 

endoteliales, neuronas, linfocitos y macrófagos infilt rados de la perifer ia 

también pueden secretarlas dent ro del parénquima cerebral (Hopkins y 

Rothwell, 1995;  Whitney et  al., 2009) .  

I nicialmente se pensó que su función en el cerebro estaba lim itada a 

mediar en las respuestas inmunológicas e inflamator ias, ent re las cuales 

encont ramos la respuesta inflamator ia aguda, la m igración de leucocitos a 

los tej idos, y la regulación del proceso de reparación de tej idos. Sin 

embargo, en los últ imos años han sido asociadas además a ot ros procesos 

fisiológicos como la supervivencia celular, la diferenciación neuronal 

(Mathieu et  al., 2010) , comportam ientos de aprendizaje (Depino et  al., 

2004) , comportam ientos asociados a la enfermedad (sickness behavior;  

interesante revisión en (Dantzer, 2001) )  y procesos de m ielinización 

(Schmitz y Chew, 2008) , ent re ot ros.  

 

I.7.3 Glia y citoquinas en el autismo 

El t rabajo que ya mencionamos del doctor Pardo y su grupo (Vargas et  

al., 2005) , inició en el campo una serie de estudios sobre el 

comportam iento de la glia en pacientes con DEA. Basándose en análisis 

neuropatológicos de tej ido cerebral post-mortem de 11 pacientes (de 5 a 44 

años) , demost raron la presencia de una persistente y act iva 

neuroinflamación en la corteza, en la sustancia blanca y, notablemente, en 

el cerebelo. I nmunohistoquím icas de estos tej idos most raron una marcada 
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act ivación tanto de la ast roglia como de la m icroglia con respecto a un 

grupo cont rol. La act ivación de la glia fue part icularmente prom inente en el 

cerebelo.  

Analizaron la ast rogliosis por medio de una inmunohistoquím ica cont ra 

la proteína fibr ilar acida (GFAP)  en el giro medio frontal, en el giro cingulado 

anterior y en el cerebelo y observaron una reacción de la ast roglia, 

manifestada en el volumen tanto del soma como de los procesos celulares. 

En el cerebelo hallaron una marcada react iv idad de la glia de Bergman en 

áreas en las que se observaba pérdida neuronal en la capa de células de 

Purkinje. También observaron react iv idad en la capa granular y en la 

sustancia blanca. 

El pat rón de act ivación de la  m icroglia fue caracterizado por medio de 

una inmunohistoquím icas cont ra marcadores de MHC-clase I I , marcadores 

que se expresan solo en la m icroglia act ivada. Observaron la m icroglia 

act ivada en dist intas zonas, pero la más significat iva act ivación fue 

observada en el cerebelo. 

Si bien resulta aún poco claro el rol de la act ivación de la glia en el 

aut ismo, cómo esta respuesta está involucrada en los mecanismos 

patogénicos y en qué momento aparece, resulta inequívoca la necesidad de 

estudiar su cont r ibución al desorden. 

En cuanto a la relación ent re las citoquinas y el aut ismo, existen 

reportes de perfiles de expresión alterados tanto en la per ifer ia como en el 

SNC de pacientes. Se ha encont rado en individuos con DEA que sus células 

mononucleares sanguíneas secretan mayores niveles de TNF-α, IL-6 y I L-1┚ 

que los cont roles (Jyonouchi et  al., 2001;  Malik et  al. , 2011) , aunque 

también secretan mayores niveles de I L-1ra, sTNFRI , y sTNFRI I , moléculas 

que lim itan la respuesta inflamator ia. También se vio que luego de una 

est imulación con lipopolisacár idos (LPS)  u ot ros ligandos de receptores Toll,  

los monocitos de pacientes con DEA muest ran una respuesta inmune 

dist inta a los cont roles, con una excesiva producción de citoquinas 

proinflamator ias (Jyonouchi et  al., 2001;  Enst rom et  al.,  2010) . Además 
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hay reportes de pacientes que muest ran elevados niveles I L-1┚, IL-6, I L-1ra 

y sTNFRI I  en sangre (Croonenberghs et  al.,  2002;  Zim merman et  al. , 2005;  

Suzuki et  al., 2011) . Así, numerosas evidencias sugieren que las 

alteraciones inmunes en el DEA son complejas, const ituyendo un estado 

pro- inflamator io y presentando una respuesta inmune alterada. 

 

Hemos mencionado que factores genét icos, ambientales, y ot ros 

factores desconocidos están cont ribuyendo a una disfunción del sistema 

inmune. La disfunción inmune const ituir ía así un posible punto de 

convergencia que, para nosot ros, const ituye el denominador común de las 

alteraciones observadas en el comportam iento. La gran heterogeneidad que 

caracteriza al desorden podría deberse, al menos en parte, a los dist intos 

factores et iológicos, pero la neuroinflamación crónica y las consecuencias 

que ésta t iene sobre el funcionam iento del cerebro sería lo que subyace a 

las característ icas pr incipales del desorden. 

Mient ras que una solución a este desorden tan heterogéneo puede no 

exist ir , la evidencia sugiere que la manipulación de la respuesta inmune 

podría, al menos, mejorar los síntomas principales que caracterizan el 

desorden. 

 

I .8 Modelos anim ales de aut ismo 

 

Para poder ident if icar  los factores que cont ribuyen a la et iología de un 

desorden del desarrollo como el aut ism o es necesario comprender los 

mecanismos cerebrales básicos que lo regulan. Dado que los estudios 

poblacionales sugieren que esta enfermedad es consecuencia tanto de 

factores genét icos como ambientales, necesitamos poder manipular éstos 

para determ inar los efectos a corto y largo plazo que poseen en el 

desarrollo del cerebro. Para ello es im prescindible la generación de modelos 

animales. 
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Según McKinney (McKinney, 1984) , un modelo animal es un preparado 

desarrollado en una especie con el propósito de estudiar fenómenos que 

ocurren en ot ra. En el caso de las patologías neurosiquiát r icas humanas la 

ut ilidad se encuent ra rest r ingida por las diferencias ent re los sistemas 

nerviosos de los humanos y del resto de los animales, y también por la 

necesidad de determ inar cuáles comportam ientos son análogos ent re ambas 

especies. En general,  los modelos empleados representan un recorte de los 

síntomas de la patología y esto no debe ser olv idado, ya que condiciona 

cuánto de lo observado en el modelo puede ser ext rapolado.  

Un buen modelo debe ser reproducible y debe cumplir con ciertas 

característ icas para ser considerado válido (McKinney, 1984;  Treit , 1985;  

Willner et  al., 1992) :  debe poder recapitular los síntomas de la enfermedad 

que pretende modelar, es decir que debe contar con validez aparente;  debe 

poder predecir los efectos que un t ratam iento tendrá en los humanos 

afectados por la patología, esto implica tener validez predictiva;  y, por 

últ imo, debe exist ir  una sim ilitud ent re las bases biológicas subyacentes del 

modelo animal y la enfermedad humana, esto es, poseer validez de 

constructo.  

En part icular para los modelos de aut ismo, en los últ imos años se han 

desarrollado una batería de ensayos comportamentales que perm iten 

estudiar la respuesta social, la comunicación, el interés rest r ingido y el 

comportam iento repet it ivo o estereot ipado en ratones. Con esta batería 

pueden evaluarse las característ icas principales que se buscarán modelar, 

además del efecto de potenciales terapias o t ratam ientos (Crawley, 2007;  

Moy et  al., 2007) . 

 

I.8.1 Modelos genéticos 

Existen numerosos modelos animales basados en la manipulación de 

genes candidatos para el desarrollo del aut ismo. Algunas líneas mutantes se 

basan en mutaciones monogénicas que subyacen a síndromes que 

presentan comportam ientos asociados con el aut ismo, m ient ras que ot ras 
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se basan en loci que confieren suscept ibilidad a la enfermedad, ident if icados 

mediante estudios poblacionales.  

En el caso de líneas mutantes monogénicas, al menos 6 genes 

vinculados al cromosoma X han sido relacionados con el aut ismo. Estos 

genes son el gen de ret raso mental de frágil X (Fmr1)  (Belmonte y 

Bourgeron, 2006) , el gen de la proteína de unión a CpG met ilados 2 

(MECP2)  (Nagarajan et  al. , 2008) , los genes de la neuroliguina (NLGN)  3 y 

de la NLGN 4 (Jamain et  al., 2003) , y los genes de esclerosis tuberosa 1 y 2 

(TSC1 y TSC2)  (Young et  al., 2010;  Tsai et  al. , 2012) . A modo de ejemplo:  

en el modelo de síndrome de Ret t , el ratón nulo para el gen de MECP2 

muest ra un desarrollo normal durante aproximadamente el pr imer mes de 

vida, seguido de alteraciones neurológicas cada vez más graves y 

poster iormente la muerte alrededor de la semana 10 de vida (Shahbazian et  

al., 2002;  Moy y Nadler, 2008) . El fenot ipo conductual del mutante incluye 

hipoact iv idad, convulsiones, y movim ientos estereot ipados de las 

ext rem idades anter iores, temblor corporal, ataxia de la marcha, y unión de 

las ext rem idades cuando es levantado (clasping) , lo que recuerda a los 

movim ientos de pinza realizados con los dedos que se observan en algunos 

niños con DEA. Además, ratones nulos para la proteína específicamente en 

las neuronas GABAérgicas muest ran un comportam iento relacionado con el 

aut ismo, lo que sugiere que esas neuronas son un objet ivo importante para 

las anormalidades del comportam iento observadas (Chao et  al., 2010) . 

Además de estas alteraciones en la conducta, recientemente Yang y 

colaboradores (Yang et  al., 2012)  informaron que las células T-helper tanto 

de niños como de ratones con una duplicación del gen MECP2, muest ran 

una reducción sim ilar en la secreción de I FN-┛. Esta reducción podría 

conducir a un estado parcial de inmunodeficiencia, lo cual le asignaría al 

sistema inmune un rol importante en el aut ismo. 

Ot ra opción en lugar de usar mutantes monogénicos es usar cepas 

cuyo comportam iento se encuentra relacionado con el aut ismo:  por 

ejemplo, la cepa endocriada de ratones BTBRT+ t f/ J (BTBR) . Esta cepa 

muest ra impedimentos en la interacción social y comportam ientos 
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repet it ivos análogos a los observados en aut ismo. También muest ra un 

déficit  en la tarea de aprendizaje reverso en un laber into de agua, lo que 

puede interpretarse como una resistencia al cambio de rut ina que es 

normalmente observado en personas con DEA (Bolivar et  al. , 2007;  Yang et  

al., 2007;  McFarlane et  al., 2008;  Moy et  al. , 2008) . Por últ im o, las cr ías 

BTBR separadas de sus madres em iten m ás vocalizaciones ult rasónicas (en 

cant idad y en intensidad) , pero menos diversas en comparación con las 

crías de C57 (Scat toni et  al. , 2008)  y m enos vocalizaciones en la adultez 

(Wohr et  al., 2011) . El inconveniente de este modelo es que las 

comparaciones deben realizarse con ot ra cepa totalmente dist inta, por lo 

general la cepa C57BL/ 6J, por lo que las diferencias genét icas son múlt iples 

y desconocidas. 

En resumen, los modelos animales genét icos proveen evidencia que 

apoya la part icipación de dist intos mecanismos o est ructuras en el 

desarrollo de las alteraciones observadas en el aut ismo. A pesar de tener 

una validez de const ructo lim itada, ya que las mutaciones mencionadas sólo 

se han observado en pequeños grupos de pacientes, la variedad de 

herram ientas genét icas disponibles perm iten llevar adelante una evaluación 

cont rolada de la cont ribución de dist intas vías celulares o moleculares en la 

neurobiología del aut ismo, para evaluar luego su potencialidad como blanco 

de t ratam ientos o prevención. 

 

I.8.2 Modelos ambientales 

I .8.2.1 Modelo de act ivación inmune m aterna 

Diferentes diseños experimentales han sido ut ilizados para estudiar los 

efectos de la act ivación inmune materna (AIM)  sobre el desarrollo del 

cerebro del feto:  exposición al v irus de influenza hum ana (Fatem i et  al. , 

1999;  Fatem i et  al. , 2002;  Shi et  al. , 2003;  Fatem i et  al. , 2008;  Shi et  al. , 

2009) , simulación de una infección bacteriana usando LPS (Golan et  al.,  

2005;  Ashdown et  al. , 2006;  Graciarena et  al., 2010) , o simulación de una 

infección viral usando un ARN sintét ico de doble cadena,  ácido poli-
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inosínico-poli- cit idílico (poliI : C)  (Meyer et  al., 2006;  Sm ith et  al. , 2007;  Shi 

et  al. , 2009) . Estos est ímulos llevan a la alteración de los niveles de 

citoquinas tales como I L-1, I L-6, TNF, I FN y TGF-1 en la placenta y en 

el líquido amniót ico, pero también resultan en la alteración de los niveles de 

estas citoquinas en el cerebro fetal y neonatal (Golan et  al. , 2005;  Ashdown 

et  al., 2006;  Meyer et  al., 2006;  Graciarena et  al. , 2010) . 

De todos ellos, dependiendo del momento, de la naturaleza del 

est ímulo, del modo de administ ración, etc, el modelo resultará en un 

modelo de aut ismo, de esquizofrenia, de ansiedad, de depresión, etc. Los 

siguientes son algunos ejemplos de modelos de AIM de aut ismo.  

Uno de los modelos más usados de AIM parte del hecho de que la 

gripe o influenza en una mujer embarazada es considerada un factor de 

r iesgo para el niño. El modelo consiste en exponer al animal prenatalmente 

a este factor de r iesgo. Existen dist intos diseños experimentales para 

conseguir ese objet ivo, uno de ellos consiste en anestesiar a ratonas 

preñadas a la m itad de su preñez, forzando la inhalación del v irus de 

influenza humano. Al evaluar a las cr ías, se observaron anormalidades 

histológicas en el hipocampo y la corteza de las cr ías (Fatem i et  al. , 1999;  

Fatem i et  al. , 2000)  y alteraciones de la expresión del marcador 

presinápt ico SNAP-25, de la óxido nít r ico sintasa neuronal y de reelina. 

También se vio que las células piram idales estaban empaquetadas más 

densamente (Fatem i et  al.,  2002)  y tanto en anim ales jóvenes como en 

adultos se vio una dism inución de las células de Purkinje (Shi et  al. , 2009) . 

Sumado a estas alteraciones, este modelo most ró una serie de diferencias 

en el comportam iento, incluyendo déficit  en la interacción social,  en el 

campo abierto y en el ensayo de reconocim iento de objeto nuevo (Shi et  al.,  

2003) . 

Ot ro modelo de AI M es el que im ita la infección causada por bacterias 

usando lipopolisacár ido (LPS)  como est ímulo. Este modelo se ha llevado 

adelante tanto en ratones y ratas como en conejos, por medio de la 

inyección ( int rauter ina, i.p. o i.v.)  de LPS, que actúa act ivando el receptor 
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t ipo Toll 4. Algunas de las alteraciones observadas son una dism inución en 

la interacción social y en el aprendizaje y un aumento en el comportam iento 

relacionado con la ansiedad [ revisado en (Jonakait , 2007;  Meyer et  al. , 

2007;  Pat terson, 2008;  Sm ith, 2008) ] . También se observó 

neuroinflamación, evidenciada tanto por ast rogliosis como por act ivación de 

la m icroglia [ revisado por (Jonakait , 2007;  Pat terson, 2008) ]  en animales 

jóvenes. Esta neuroinflamación se mantuvo hasta la adultez cuando el 

protocolo usado fue un protocolo severo de exposición a LPS (Borrell et  al. , 

2002) . 

Un tercer modelo de AI M es el que simula la act ivación por un virus, 

inyectando a la hem bra preñada con poliI : C, est ímulo que actúa a t ravés 

del receptor t ipo Toll 3. La inyección en ratas o ratones genera alteraciones 

comportamentales e histológicas sim ilares a las vistas en las cr ías de 

madres infectadas con el v irus de influenza (Shi et  al., 2003;  Sm ith et  al., 

2007;  Shi et  al. , 2009) . Este modelo ha sido ampliamente ut ilizado y 

muchos resultados han sido reproducidos por dist intos grupos, incluyendo 

déficit  en la interacción social, en la memoria de t rabajo y en la exploración 

de un objeto nuevo, y un aumento en el t iempo de un aprendizaje cont rario 

a algo ya aprendido (Shi et  al., 2003;  Zuckerman et  al., 2003;  Meyer et  al. , 

2005;  Meyer et  al., 2006;  Ozawa et  al. , 2006;  Sm ith et  al., 2007;  Sm ith, 

2008;  Wolff y Bilkey, 2008) .  

No solo encont ramos diferencias en el t ipo de est ímulo que se ut iliza, 

sino también en el momento en el que el feto es expuesto al est ímulo 

inflamator io. En una serie de experimentos realizados por el grupo de 

Meyer, adm inist rando poliI : C el día gestacional (DG)  9 (correspondiente con 

la m itad del embarazo humano)  o el DG17 (correspondiente con una fase 

tardía del embarazo) , se observaron diferencias en los déficits 

comportamentales, en la neuropatología y en la respuesta de citoquinas 

dependiendo del momento de exposición (Meyer et  al., 2006) . Ratones 

adultos expuestos a la AI M el DG9 m ost raron una dism inución en el 

comportam iento de exploración, m ient ras que aquellos expuestos el DG17 

most raron un comportam iento perseverante. Al evaluar el día postnatal 
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(DP)  24, pudieron ver una marcada reducción de inmunoreact iv idad para la 

proteína reelina en el hipocampo en los animales expuestos a la AI M el DG9 

con respecto a sus cont roles, no así en los expuestos el DG17. Por ot ra 

parte, los animales expuestos a la AI M el DG17 most raban en el giro 

dentado dorsal del hipocampo un aumento en la apoptosis, v isualizada 

como inmunoreact iv idad posit iva para la caspasa 3, una enzim a clave en el 

proceso de apoptosis, a diferencia de los expuestos el DG9, que no 

most raban diferencia con sus respect ivos cont roles. Finalmente, Meyer 

encont ró que solo el est ímulo inflam ator io tardío fue capaz de ocasionar un 

aumento en los niveles de I L-10 y TNF-α en el cerebro fetal (Meyer et  al., 

2006) .  

Con toda esta evidencia podemos decir  que la AI M es un buen modelo 

de aut ismo, no sólo porque modela los síntomas del desorden, sino también 

porque modela la heterogeneidad observada ent re las personas con DEA 

dependiendo del momento del desarrollo en el que es exper imentada la 

respuesta inflamator ia. 

I .8.2.2 Modelo de ácido propiónico 

A menudo co-existen alteraciones gast rointest inales con el aut ismo, 

pero estas no han sido debidamente estudiadas (de Theije et  al., 2011) . 

Algunos padres reportan una asociación ent re severos dolores abdominales 

y el inicio o la gravedad de los síntomas (Jyonouchi et  al. , 2002) , la cual 

podría ser consecuencia de reacciones autoinmunes o alergias (Jyonouchi, 

2009)  o bien de alteraciones en la flora gast rointest inal (Finegold et  al.,  

2002) . En base a estas evidencias se ha desarrollado un modelo anim al en 

ratón para examinar metabolitos bacterianos entéricos como posibles 

desencadenantes ambientales del DEA.  

El  ácido propionico (PPA)  y ot ros ácidos grasos de cadena corta (por 

ejemplo el ácido but ír ico y el ácido acét ico)  se producen en el cuerpo 

durante el metabolismo celular normal y después de la fermentación 

bacteriana entér ica de carbohidratos y proteinas de la dieta (Mortensen y 

Clausen, 1996) . Las bacterias que lo sintet izan son bacterias entéricas como 
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Desulfovibrio vulgaris o Bacteriodetes, las cuales han sido aisladas de 

pacientes con DEA (Finegold et  al. , 2002;  Finegold et  al., 2010) . Bajo 

circunstancias norm ales, estos ácidos grasos de cadena corta son 

metabolizados pr incipalmente en el hígado. Sin embargo, si hay 

alteraciones genét icas en el metabolismo (Wajner et  al., 2004;  MacFabe et  

al., 2007) , se pueden encont rar niveles de estos ácidos grasos mayores a 

los normales en la sangre circulante, que pueden at ravesar la barrera 

intest inal y la barrera hematoencefálica pasiva y/ o act ivamente por medio 

de t ransportadores de alta afinidad (MacFabe et  al., 2007) . En estas 

condiciones, los ácidos grasos de cadena corta pueden concent rarse de 

forma int racelular , especialmente en condiciones de acidosis (Karuri et  al.,  

1993;  Rorig et  al., 1996) , pudiendo tener efectos perjudiciales sobre el 

desarrollo y la función del cerebro (Mortensen y Clausen, 1996;  Maurer et  

al., 2004;  Shah et  al. , 2006) . El aumento de PPA podría ser im portante en 

el contexto del DEA, dado que se sabe que este metabolito afecta la 

señalización celular (Nakao et  al., 1998) , la síntesis y secreción de 

neurot ransmisores (DeCast ro et  al., 2005) , la función m itocondrial (Wajner 

et  al. , 2004) , el metabolismo de los lípidos (Hara et  al., 1999) , la función 

inmunológica (Shah et  al., 2006)  y la expresión de genes (Parab et  al. , 

2007) , todos procesos que han sido implicados en el desorden (MacFabe et  

al., 2007;  Parab et  al. , 2007;  Tamij i y Crawford, 2010) . 

Debido a todo esto es que dist intos grupos están t rabajando con el 

modelo de PPA y han puesto a prueba los efectos del aumento de los 

niveles de PPA en la en el SNC sobre el comportam iento y los síntomas del 

DEA en roedores. Una inyección int racerebrovent r icular  ( i.c.v.)  de PPA en 

ratas adultas induce neuroinflamación, movim ientos motores repet it ivos y 

anormales, comportam iento social alterado y convulsiones (MacFabe et  al., 

2007;  Shultz et  al., 2008;  Shultz et  al. , 2009) . Cuando el PPA se inyecta en 

ratas jóvenes, la neuroinflamación se observa en el hipocampo y los 

animales muest ran un comportam iento social reducido y dif icultad para 

revert ir  una asociación aprendida previamente (MacFabe et  al. , 2011) . 

Estas evidencias apoyan la validez aparente de este modelo en ratas 
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adultas. Sin embargo, aún no se ha estudiado si estos efectos son 

específicos para el t ratam iento de PPA o también pueden ser observados 

con ot ros inflamógenos aplicados del m ism o modo ( i.c.v.) .  

I .8.2.3 Modelo de exposición a VPA 

Como se mencionó antes, el ácido valproico es uno de los factores 

ambientales más directamente asociado al DEA, ya que la exposición 

prenatal al m ismo puede causar un sindrome de característ icas sim ilares al 

DEA.  

Debido a que el acido valproico es una droga ant iepilépt ica muy usada 

(Dufour-Rainfray et  al., 2011) , el mecanismo de acción más estudiado es el 

aumento que genera en la concent ración del acido gama am ino but ír ico 

(GABA) , el mayor neurot ransmisor inhibitor io (Dufour-Rainfray et  al. , 

2011) ;  pero también se conoce su acción como modulador de canales de 

sodio voltaje dependientes y de la señalización glutamatérgica (Mont i et  al., 

2009) . Sin embargo, se ha most rado en un modelo de convulsiones que el 

t ratam iento de VPA no afecta ni la intensidad ni la frecuencia de las 

convulsiones los pr imeros días, aunque sí protege de los impedimentos 

cognit ivos inducidos por las convulsiones (Jessberger et  al., 2007) . Los 

autores concluyen que estos resultados pueden explicarse, al menos en 

parte, por la inhibición de deacet ilasas de histonas (HDAC)  (Jessberger et  

al., 2007) . De hecho, var ios estudios recientemente publicados apoyan la 

idea de que el VPA podría estar bloqueando la act iv idad de las HDAC en las 

neuronas (Akhtar et  al., 2009;  Fukuchi et  al., 2009) . 

El modelo de exposición a VPA fue propuesto por Rodier en 1996 y es 

uno de los más frecuentes modelos usados con causa ambiental (Rodier et  

al., 1996;  Rodier et  al., 1997;  Roullet  et  al., 2013) . Hasta el momento, 

var ios laborator ios independientes han most rado que la exposición prenatal 

temprana al VPA lleva a anormalidades comportamentales sim ilares a las 

característ icas pr incipales de los aut istas:  una dism inución en la interacción 

social, hiposensibilidad al dolor, memoria de m iedo más intensa y más 

duradera, y cambios en el t ipo de vocalizaciones ult rasónicas (Vorhees, 
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1987;  Wagner et  al.,  2006;  Dufour-Rainfray et  al. , 2011;  Lin et  al.,  2013) . 

Además de estos déficits relacionados con los síntomas pr incipales, ot ros 

comportam ientos han sido invest igados. Estos comportam ientos están 

relacionados con aquellos síntomas co-existentes o asociados a la presencia 

de DEA:  un aumento en el comportam iento relacionado con la depresión 

(Nakasato et  al., 2008) , un aumento en el comportam iento relacionado con 

la ansiedad (Mehta et  al.,  2011)  y una desregulación del r itm o circadiano 

(Tsuj ino et  al.,  2007)  han sido reportados en el modelo de VPA en roedores. 

 A nivel celular se ha visto que el VPA puede influenciar la morfología 

neuronal y la formación de circuitos. Por ejemplo, la exposición a VPA el DG 

12.5 aumenta el nivel de complej idad de la arbor ización dendrít ica en las 

células piram idales de la corteza motora en el cerebro de las crías (Snow et  

al., 2008) . Regist ros múlt iples simultáneos de célula entera de la capa 5 de 

la corteza somatosensorial (Rinaldi et  al. , 2008a;  Rinaldi et  al. , 2008b)  y de 

la corteza prefrontal media (Rinaldi et  al., 2008a;  Rinaldi et  al., 2008b)  

realizados en secciones de cerebro de ratas expuestas a VPA most raron un 

aumento en la conect iv idad local específicamente con células vecinas que se 

encuent ran a menos de 50 µm con respecto a sus cont roles. En ambos 

casos el aumento en el número de conexiones va de la m ano de una 

dism inución en la fuerza de estas conexiones. También se ha visto 

recientemente una dism inución en la densidad de espinas en est ructuras del 

cerebro anter ior y un aumento en el largo de las dendr itas (Br ingas et  al.,  

2013) . Estos hallazgos podrían explicar tanto la hipo-conect ividad distal 

como la hiper-conect ividad local. Además, se ha visto que el VPA promueve 

el crecim iento de neuritas y la proliferación neural (Hao et  al., 2004) , 

eventos que podrían favorecer el temprano y exagerado crecim iento del 

cerebro (Chomiak y Hu, 2013) . 

A nivel molecular, en este modelo en ratón se han visto alteraciones 

en la expresión de algunos genes relacionados al aut ismo. Por ejemplo, se 

observaron menores niveles de expresión de BDNF en la corteza 

somatosensorial de ratones expuestos a VPA (Roullet  et  al., 2010)  y 

menores niveles de expresión de neuroligina 3 (NLGN3)  en la corteza 
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somatosensorial y en el hipocampo (Kolozsi et  al. , 2009) . La ident if icación 

de los genes blanco regulados por la exposición a VPA durante el desarrollo 

podría ayudar a entender mejor la neurobiología que subyace al desarrollo 

de comportam ientos relacionados con el aut ismo. El análisis de la expresión 

génica de embriones de la cepa de raton CD1 t ratados con VPA o análogos 

no teratogénicos (valprom ida o valnoctam ida)  reveló un grupo de 11 genes 

que aumentan su expresión y de 20 genes que dism inuyen su expresión 

debido al t ratam iento de VPA (Okada et  al., 2005) . De los genes cuya 

expresión se vio alterada y cuya función se conoce, muchos de ellos están 

relacionados con el ciclo celular y las vías de apoptosis. Se requiere mucha 

más invest igación aun para poder ident if icar claramente a los genes blancos 

y poner en evidencia cual es su influencia sobre el neurodesarrollo. 

Con respecto a la síntesis de neurot ransm isores, se vio en pacientes 

con aut ismo que la unión de serotonina a sus receptores está dism inuida 

m ient ras que la unión al t ransportador de dopamina se encuent ra 

aumentada (Nakamura et  al., 2010) . Una desregulación monoaminérgica 

también se ha observado en el modelo de VPA:  los niveles basales de 

dopamina se encuent ran aumentados en ratas expuestas a VPA (Nakasato 

et  al., 2008)  m ient ras que los niveles de serotonina están dism inuidos 

(Dufour-Rainfray et  al., 2011) . 

Todo esto hace del modelo de VPA un modelo idóneo para estudiar 

tanto el fenot ipo comportamental, la patofisiología, la relación ent re 

comportam iento y alteraciones observadas, y la evolución temporal del 

desorden, como también abre la puerta para evaluar el efecto de dist intas 

terapias y t ratam ientos. 
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En base a los antecedentes, y teniendo en cuenta los conocim ientos 

que se t ienen acerca del aut ismo, proponemos la hipótesis de que 

procesos inflamator ios cent rales subyacen el desarrollo de los síntomas del 

aut ismo. Postulamos que la inflamación (en part icular  la act ivación glial)  

podría estar modulando los procesos de m ielinización, neurogénesis y/ o 

sinaptogénesis, produciendo alteraciones en el desarrollo neural que 

resultar ían en los síntomas conductuales. 

Nos propusimos estudiar la act ivación de la glia en un modelo 

ambiental de aut ismo y la respuesta ante un est imulo inflamator io 

perifér ico. El objetivo general de esta tesis es el de dilucidar el rol que 

juega la respuesta inflamator ia/ glial del sistema nervioso cent ral en la 

apar ición de comportam ientos relacionados con el aut ismo. De esta manera 

esperamos cont ribuir al conocim iento acerca de las causas y mecanismos de 

la enfermedad, aportando así al desarrollo de un t ratam iento.  

 

 Los objetivos específicos de esta tesis son:   

1. Caracterizar el comportam iento del modelo de VPA en ratones F1 

(C57BL/ 6JxBalb/ c) , evaluando part icularmente comportam ientos 

relacionados con el aut ismo, la ansiedad y la depresión. 

2. Estudiar la co-ocurrencia en el modelo de alteraciones basales en el 

sistema inmune innato y en la respuesta inflamator ia, tanto a nivel 

perifér ico como cent ral.  

3. Estudiar las posibles relaciones ent re el fenot ipo comportamental, la 

presencia de neuroinflamación y la respuesta exacerbada del eje HPA. 
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I I .1 Anim ales 

 

Los animales usados para los capítulos I I I  y I V de esta tesis fueron 

ratones de las cepas BALB/ c AnNCr1 (BALB/ c)  y de la cepa C57BL/ 6J (C57)  

cr iados por var ias generaciones en el bioter io de la Fundación I nst ituto 

Leloir. Los núcleos de origen fueron comprados en Charles River Laboratory 

(Willm ington, Mass. EEUU)  y en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, 

EEUU)  respect ivamente. Los animales usados para el capítulo V fueron 

ratones de la sub-cepa exocriada Cr lFcen: CF1 (CF1) , cr iados en el Bioter io 

Cent ral de la Universidad de Buenos Aires.  

Todos los animales fueron expuestos a un ciclo de luz: oscuridad de 

12: 12 hs, prendiéndose la luz a las 08: 00. Fueron mantenidos a 22º C ±  2º C 

y tuvieron a su disposición com ida y bebida ad libitum.  

II.1.1 Tratamiento de progenitores 

Se recibieron animales de 8-12 semanas de edad:  hembras BALB/ c y 

machos C57BL/ 6J. Se planificaron apareos de modo de obtener una filial 1 

(F1) . Las razones para realizar estos apareos m ixtos fueron:  evitar que las 

madres fueran de la cepa C57BL/ 6J ya que éstas t ienden a desatender sus 

camadas cuando son primer izas, tener crías que presentan un 

comportam iento act ivo, perm it iendo detectar alteraciones en el m ismo (a 

diferencia de la cepa BALB/ c que es poco act iva) , y a que en nuest ra 

experiencia se obt ienen un mayor número de hembras preñadas. Además, 

la literatura ha muchas veces recalcado el v igor híbr ido de estas F1, que 

muest ran fenot ipos y respuestas menos var iables que las de las cepas 

puras. Las crías de la F1 así generada son genét icamente uniformes. 

Además, se ut ilizaron solo hembras vírgenes, de modo de homogeneizar la 

var iabilidad en el cuidado materno ent re camadas.  

Se dist r ibuyeron a los machos progenitores en jaulas individuales 

m ient ras que las hembras fueron dist r ibuidas de a 4-5 por jaula. Los 

animales dist r ibuidos de esta manera permanecieron al menos una semana 

en la sala a modo de habituación. Al térm ino de ese t iempo, se comenzó 
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con una tanda de apareos, reuniendo a una hembra progenitora con un 

macho en la jaula del m acho, considerándose ese día el día 0 de apareo. 

Las hembras permanecieron en esa jaula hasta el cuarto día o bien hasta 

observar la presencia de tapón vaginal. La observación de 

presencia/ ausencia de tapón se realizó diariamente antes de las 10 de la 

mañana. Debido a que los ratones desarrollan la mayoría de sus act iv idades 

durante la noche, la presencia por la mañana de tapón vaginal evidencia un 

coito ocurr ido con alta probabilidad durante la noche, por lo que el día en 

que el tapón vaginal fue detectado fue considerado el día gestacional (DG) 

0.5. Al ret irar a la hembra de la jaula del macho, la m isma fue devuelta a su 

jaula or iginal (ver esquema de apareo en figura I I .1) . Cuando la preñez fue 

evidente (DG9 o 10) , la hembra fue separada en una jaula individual.  

 

 

Figura II.1. Ejemplo de tanda de apareo. Las hem bras progenitoras se m ant ienen juntas 
hasta ser reunidas con un progenitor. El día que se reúnen es el día 0 de apareo. Se chequea 
la presencia de tapón vaginal diar iam ente antes de las 10 de la m añana y se devuelven a su 
jaula cuando se observa tapón. En ausencia de tapón se separan el día 4.  En el caso de las 
progenitoras que resultan preñadas, la preñez se hace evidente a 9-10 días desde el 
m om ento de observar tapón vaginal, en ese m omento se las separa en una jaula individual. 
En el ejem plo de la figura, 2 de las progenitoras resultaron preñadas, razón por lo que se las 
separó. Las restantes hem bras no preñadas serán usadas para subsiguientes apareos. 

 

Al DG 12.5 se le asignó a cada ratona preñada uno de los t ratam ientos 

(ver sección I I .2.1)  de manera aleator ia. A part ir  del día 18 las jaulas 
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fueron observadas por la mañana y hasta las 15 hs, y el pr imer día que se 

observó la camada se consideró el día postnatal (DP)  0. Esta asignación 

resulta en cierto m odo arbit rar ia, ya que los partos pueden darse en 

cualquier momento del día, y lleva a considerar de la m isma edad a 

camadas que pueden tener hasta 18 horas de diferencia, aunque se ha 

reportado que los partos se producen con mayor frecuencia ent re 4 a 8 

horas luego de apagarse la luz (Silver, 1995) . Esto im plica una fuente de 

var iabilidad en los datos de las cr ías a tener en cuenta. 

La camada permaneció con la madre hasta el DP21, momento en el 

que fue destetada. La hembra progenitora fue sacrificada luego del destete, 

m ient ras que los machos progenitores fueron ut ilizados en dist intas tandas 

de apareo, con una semana de descanso como mínimo ent re tandas y sólo 

hasta los 6-8 meses de edad, momento en el que fueron sacr if icados. 

 

II.1.2  Crías F1 

I I .1.2.1 Tratam iento de las cr ías 

Se regularon las cam adas de forma tal que cada madre cr ió ent re 4 y 8 

individuos. Al DP3 cada cría fue ident if icada con una marca en alguna de las 

patas. Cuando fue necesario pesar, observar o evaluar el com portam iento 

de la camada, la madre fue ret irada de la jaula y colocada en una jaula 

nueva y luego de la evaluación fue devuelta a la jaula con sus crías. En 

todos los casos la separación no duró más de 15 m inutos. Durante ese 

t iempo se colocó la j aula con las cr ías sobre una almohadilla térm ica, a fin 

de mantener la temperatura corporal de las m ismas. Los anim ales fueron 

destetados el DP21. Solo t rabajamos con machos debido a la prevalencia de 

aut ismo 4: 1 en hombres con respecto a mujeres. Además de ser observada 

en humanos, esta relación también fue observada en ratones (Kataoka et  

al., 2011) . Las cr ías hembras fueron sacrificadas m ient ras que las crías 

macho fueron dist r ibuidas de a 4-5 por jaula. Se las ident ificó con marcas 

en las orejas. Los animales no fueron perturbados más que para la limpieza 

periódica semanal de las jaulas hasta la semana 8 de vida.  
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I I .1.2.2 Evaluación del desarrollo 

A fin de evaluar posibles efectos de los t ratam ientos en el desarrollo 

neonatal se observó la presencia de marcadores físicos que hacen su 

apar ición en días de vida determ inados en los ratones. A cada animal se le 

asignó un puntaje cada día según lo observado:  separación de orejas 

(ninguna oreja separada:  0, una oreja separada:  1, dos orejas separadas:  

2) , apar ición de pelo (sin pelo:  0, con pelo:  1)  y apertura de ojos (ningún 

ojo abierto:  0, un ojo abierto:  1, dos ojos abiertos:  2) . Estos marcadores 

suelen mantenerse de manera constante ent re las dist intas cam adas, por lo 

que son út iles para evaluar un correcto desarrollo físico.  

Se cont roló también la ganancia de peso ent re el DP4 y el DP21, de 

manera de evaluar el posible efecto que los t ratam ientos prenatales podrían 

tener sobre esta variable, y poder así detectar posibles alteraciones en el 

desarrollo postnatal.  

 

II.1.3 Ratones CrlFcen:CF1 

Recibimos a los animales de esta sub-cepa a los 2 meses de edad, 

provenientes de la sala de cr ía del Bioterio Cent ral de la FCEN. Se los 

ident if icó con m arcas en las orejas y se los mantuvo en la sala durante una 

semana antes de realizar cualquier procedim iento. Cuando fue necesario 

inyectar con ayuda de un marco esteretáxico, se t rasladó a los animales a 

ot ra sala donde fueron inyectados int racerebelarmente con solución salina o 

LPS (ver sección I I .2.3) . Se los dejó recuperar allí m ismo, sobre una 

almohadilla térm ica, y al despertar se los devolvió a su sala.  

 

I I .2  I nyecciones 

II.2.1 Inyecciones de VPA 

Al DG12.5, a cada ratona BALB/ c preñada se le asignó uno de los 

siguientes t ratam ientos de manera aleatoria:  CON, VPA400 o VPA600. Las 

ratonas del grupo cont rol (CON)  recibieron una inyección de solución salina, 
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las del grupo VPA400 una inyección de 400 mg/ Kg de valproato de sodio 

(VPA)  y las del grupo VPA600 una inyección de 600 mg/ Kg de VPA. El VPA 

(sal de sodio del acido 2-propilpentanoico, Sigma, St . Louis, MO-USA)  fue 

disuelto en solución salina. La inyección se realizó en el pliegue de la nuca 

de manera subcutánea, ut ilizando agujas 27G y el volumen de inyección fue 

aproximadamente de 100 µl (dependiendo del peso) . La inyección se realizó 

rápida y suavemente, teniendo especial cuidado en la manipulación, de 

modo de m inim izar posibles causas de est rés para el animal. La elección del 

día de gestación y de las dosis inyectadas fue tomada luego de evaluar los 

resultados de t rabajos de ot ros grupos de invest igación, como se menciona 

en la I nt roducción (ver sección Modelo de exposición a VPA) .  

A fin de cont rolar  el efecto de la inyección de VPA a corto plazo sobre 

el animal que recibe la inyección, realizam os un experimento independiente 

en el que inyectamos a hembras vírgenes de la cepa BALB/ c de dos meses 

de edad con la m ism a dosis de VPA que la usada para las ratonas preñadas 

o solución salina como cont rol. A las dos horas de la inyección les 

ext raj imos sangre para realizar un RI A (ver más adelante, sección I I .4)  

II.2.2 Inyecciones en la adultez 

El lipopolisacár ido (LPS)  es una molécula que se encuent ra en la pared 

de bacterias gram-negat ivas. Resulta un potente inflamógeno que despierta 

una respuesta inespecífica y aguda del sistema inmune (Bilbo et  al., 2007) . 

A fin de provocar esta respuesta y poder evaluar posibles diferencias, se 

inyectó a la m itad de los animales de los dist intos grupos con LPS (serot ipo 

0111: B4, Sigma)  o con solución salina (SAL) . La dosis ut ilizada fue de 25 

µg/ Kg de LPS ya que hemos visto en el laboratorio que esta dosis ocasiona 

un aumento de cort icosterona en plasma a las 2 horas de recibir la 

inyección. La inyección se realizó de manera int raper itoneal con agujas 27G 

y un volumen final aproximado (ya que depende del peso)  de 100 µl.  
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Figura II.2. Puesta a punto de la inyección estereotáxica. Las pruebas con t inta china 
m uest ran que una diferencia en la alineación ent re la nariz y las orejas usando las m ism as 
coordenadas nos permiten inyectar en el lobulillo 6/ 7 (A)  o en el lobulillo 4/ 5 (B) . La flecha 
azul señala las coordenadas elegidas para la inyección (C) .  
 
 

II.2.3 Inyección en el cerebelo 

Los animales CF1 del grupo I SI  (ver luego sección I I .3.3)  fueron 

anestesiados con clorhidrato de ketam ina (150 mg/ kg)  y xilacina (15 

mg/ kg) , y ubicados en un aparato de estereotaxis (Stoelt ing) . Se realizaron 

inyecciones en el lobulillo VI / VI I  o el lobulillo I V/ V del verm is cerebelar. Las 

coordenadas de inyección fueron determ inadas a part ir  del at las de ratón 

C 
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(Paxinos y Franklin, 2004)  y confirmadas realizando pruebas con t inta china 

( figura I I .2) . Para los dos casos, se ut ilizaron las siguientes coordenadas:  –

0.69 m m antero poster ior, –0.10 mm dorso vent ral a part ir  del bregma. La 

diferencia se generó cambiando la or ientación de la cabeza del animal:  para 

el lobulillo VI / VI I  las barras que sost ienen las orejas se mantuvieron al 

m ismo nivel que la barra que sost iene los dientes, m ient ras que para el 

lobillo I V/ V las barras de las orejas se colocaron 3 mm  más arr iba que la 

barra de los dientes.  

La inyección estereotáxica se realizó con un capilar de vidr io est irado 

(diámet ro aproximado de 50 µm) , de modo de m inim izar el daño causado 

por la inyección en el tej ido nervioso. El LPS se disolvió en solución salina 

estér il, a una concentración final de 0.1 mg/ m l. Se inyectó un volumen final 

de 1 µl. Las inyecciones se realizaron en un periodo de 6 m inutos:  en los 

primeros cuat ro se inyectó 0.25 µl/ m inuto, se mantuvo el capilar en el lugar 

durante un m inuto adicional a fin de evitar el reflujo de la solución y luego 

se ret iró el capilar en dos veces, con 1 m in de espera. Finalmente se 

procedió a limpiar y cerrar la herida pegándola con pegamento (La Got ita, 

Akapol S.A., BA-Argent ina)  y dejando la zona embebida en iodopovidona 

(Pervinox, Laboratorios Phoenix, BA-Argent ina)  a fin de m inim izar 

infecciones e inflam aciones locales. Los anim ales se mantuvieron sobre 

almohadilla térm ica hasta recuperarse de la anestesia y luego fueron 

devueltos a su jaula. 

 

I I .3 Com portam iento 

 

II.3.1 Comportamiento de crías 

El momento de exposición al VPA corresponde al cierre del tubo neural 

y al f inal de la fase de generación de células de Purkinje en el ratón ( I nouye 

y Murakami, 1980) . Por estas razones, evaluamos comportam ientos que 

dependen del correcto funcionam iento del cerebelo:  reflejo de 

enderezamiento, y fuerza de agarre. También se evaluó la locomoción 

general de las cr ías en un ensayo de campo abierto. 
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I I .3.1.1 Reflejo de enderezamiento sobre la superficie 

Cada ratón fue colocado con cuidado sobre su dorso y se cuant if icó la 

latencia a girar sobre sí m ismo y a apoyar las 4 patas sobre la superficie. El 

t iempo máximo fue de 30 segundos. Los ratones fueron testeados 

diar iamente ent re los días postnatales (DP)  4 y 8 de vida (Wagner et  al., 

2006) . 

I I .3.1.2 Fuerza de agarre 

El ratón fue colocado en el cent ro de la grilla y la gr illa fue invert ida y 

mantenida a 25 cm sobre una superficie con mucha viruta. La latencia a 

caer fue medida, con un máximo de 60 segundos por ensayo. Los ratones 

fueron testeados diariamente ent re el DP13 y el DP18 (Wagner et  al., 

2006) . 

I I .3.1.3 Campo abierto 

A fin de analizar la act iv idad locomotora general de los animales, se los 

colocó en un campo abierto el DP14, DP21 y DP28 y se cuant ificó la 

distancia recorr ida. El campo abierto es una caja, con paredes de 30 cm de 

alto de fórm ica negra y piso de PVC gr is. Para el ensayo el DP14 y el DP21 

usamos una caja más pequeña que la usada comúnmente, de modo de 

m inim izar el est rés y favorecer la locomoción (28 cm x 28 cm, 30 lux) . Para 

los animales de 28 días, usamos la m isma caja que con los adultos ( 45 cm x 

45 cm, 30 lux) . El ensayo duró 5 m inutos, y los animales fueron filmados y 

el comportam iento analizado mediante el software de seguim iento digital 

(AnyMaze) . 

 

II.3.2 Comportamiento de animales adultos 

Entre la octava y décima semana de vida de los animales se comenzó 

con la evaluación de los posibles efectos de la exposición prenatal al VPA 

sobre el comportam iento. Se analizaron los ratones adultos de manera 

secuencial en diversas pruebas comportamentales, con una separación 

ent re ensayos de una semana. Todos los ensayos se llevaron adelante de la 

siguiente manera:  45 m inutos antes de comenzar, la luz que recibían en la 

sala de residencia fue modificada (ver en cada ensayo) . El orden de las 
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jaulas fue establecido al azar. Cada animal fue ret irado, evaluado, 

ident if icado y colocado en una jaula lim pia. Una vez testeados todos los 

animales de la m isma jaula, los m ismos fueron devueltos a su jaula or iginal. 

Todos los laber intos o arenas experimentales fueron limpiados con etanol 

20%  ent re sesiones, excepto el de natación forzada, en el que el agua de 

cada recipiente fue cambiada cada 2 ratones.  

I I .3.2.1 Ensayo de interacción social 

En este ensayo se ponen en evidencia los niveles de interacción social 

de los animales (Depino et  al. , 2011) . Fue realizado en una caja negra 

dividida en t res compart im ientos (compart im ientos laterales:  15 x 15 cm, 

compart im iento cent ral:  10 x 15 cm , 25 lux) , con aberturas de 7.5 cm de 

ancho que comunican los compart im ientos (Figura I I .3-A) . El piso estuvo 

cubierto de viruta lim pia. Dos cilindros t ransparentes de Plexiglass (7.5 cm 

de diámet ro, con varios agujeros que perm iten el paso del hocico)  fueron 

colocados en los compart im ientos laterales desde el pr incipio del ensayo 

(Figura I I .3-B) . Los animales fueron colocados en el compart im iento cent ral 

y se les perm it ió explorar libremente la caja durante 5 m inutos ( fase de 

habituación) . Se cuant ificó la locomoción durante esta fase. Luego, un ratón 

macho, de 3 semanas de edad y desconocido (est ímulo social)  fue colocado 

en uno de los cilindros, elegido al azar. A este compart im iento se lo 

denominó “lado social”. La interacción social fue evaluada durante 10 

minutos.  

La locomoción fue cuant ificada por medio del programa de seguim iento 

digital (ANY-maze, Stoelt ing, I L-USA) , de manera automát ica para los 

animales de la F1 (distancia en met ros)  y manualmente para los de la cepa 

CF1 ( t ransiciones de un compart imento a ot ro) . Se realizó de esta manera 

debido a la imposibilidad del programa de seguir a los ratones CF1 

(animales de pelaje blanco)  sobre el fondo de color claro (el color de la 

viruta) .  

Con respecto a la interacción social, en el pr imer grupo (animales de la 

F1)  medimos tanto el t iempo que los animales pasaban en cada 

compart im iento como el t iempo que pasaban olfateando al ratón ext raño 

(animal con el hocico dent ro de algún or if icio del cilindro o dir igido hacia él) .  
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Debido a que el dato más representat ivo para la interacción social fue el del 

t iempo olfateando al est ímulo social, decidimos cuant if icar solo esto en el 

segundo grupo (anim ales de la cepa CF1) . 

I I .3.2.2 Laber into elevado en cruz 

Este ensayo perm ite evaluar los niveles de comportam iento asociado a 

la ansiedad en los animales (Carobrez y Bertoglio, 2005) . Consiste en un 

laber into en forma de cruz elevado 50 cm del piso y compuesto por dos 

brazos cerrados y dos abiertos (Figura I I .3-C) . Cada brazo m ide 30 cm de 

largo y 5 cm de ancho. Los brazos están realizados con PVC negro y el piso 

con PVC gris claro. Los brazos abiertos están rodeados por un borde de 5 

mm de alto, m ient ras que los brazos cerrados por paredes de 19 cm de 

alto. La ilum inación es provista por una lámpara de 150W dir igida hacia 

arr iba, ubicada a 130 cm del piso (de esta manera se obt ienen 100 lux en el 

cent ro del laber into) .  

El animal fue ubicado con el cuerpo en el cent ro de la cruz (5cm x 

5cm) , m irando hacia un brazo abierto, pudiendo elegir libremente ent re los 

brazos abiertos (altamente ansiogénicos)  y los cerrados (menos 

ansiogénicos) . El ensayo duró 5 m inutos, y se cuant if icó:  distancia total en 

el laber into, t iempo en el cent ro, distancia en el cent ro, t iempo en los 

ext remos, distancia en los ext remos, t iempo en los brazos abiertos, 

distancia en los brazos abiertos, t iempo en brazos cerrados y distancia en 

brazos cerrados. El t iempo y la cant idad de veces que los anim ales pasaron 

acicalándose, explorando vert icalmente y asomando la cabeza fue 

cuant if icado m anualm ente a part ir  del v ideo.  
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Figura II.3. Dispositivos empleados en los ensayos comportamentales llevados 
adelante en los ratones adultos. Caja usada en el ensayo de interacción social (A)  y los 
tubos en los que se ubica tanto al est ím ulo social com o al no social (B) . Laberinto elevado en 
cruz (C) . Caja del cam po abierto (E) . Caja y objetos para el ensayo de reconocim iento de 
objeto nuevo (D) . Tubo en el que se coloca al anim al para evaluar el acicalam iento (F) . Jaula 
con el tubo para evaluar la excavación (G) . Disposit ivo para el ensayo de suspensión por la 
cola (H) . Vaso en el que se evalúa la natación forzada ( I ) . La ilum inación en las fotografías 
no es la ut ilizada en cada ensayo, es la necesaria para visualizar bien los objetos.  

 

I I .3.2.3 Campo abierto 

Este ensayo perm ite evaluar los niveles de comportam iento 

relacionado con la ansiedad (Bailey KR, 2009) . El ensayo consiste en 

enfrentar al animal a un ambiente amplio y novedoso cuyo cent ro es 
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altamente ansiogénico ( ilum inado y desprotegido)  y donde los animales 

experimentan t igmotaxia hacia las paredes (Prut  y Belzung, 2003) . La 

medida de la caja usada como arena experimental es 30 cm x 45 cm x 45 

cm (alto x ancho x largo) , con una intensidad de luz de 30 lux (Figura I I .3-

D) . Se delim ita el cent ro como un cuadrado que dista 13 cm  de las paredes.  

Se colocó al animal cont ra una de las paredes del campo y se 

cuant if icó:  distancia total,  ent radas al cent ro, t iempo en el cent ro, distancia 

en el cent ro, latencia al cent ro, t iempo en la perifer ia, y distancia en la 

perifer ia. El ensayo duró 5 m inutos. El número de eventos y el t iempo que 

el animal pasa acicalándose o en exploración vert ical fueron medidos 

manualmente. 

I I .3.2.4 Reconocim iento de un objeto novedoso 

Para analizar alteraciones en la memoria espacial y en el 

reconocim iento de un objeto novedoso, ut ilizamos una versión del ensayo 

de reconocim iento de objeto novedoso (NOR)  (Dere et  al., 2007) . El ensayo 

de NOR fue realizado en la m isma caja y con la m isma ilum inación que el 

ensayo de campo abierto (Depino et  al., 2008)  (Figura I I .3-E) . Éste consta 

de 6 fases que se detallan en la Figura I I .4. Cada fase dura 5 m inutos y el 

intervalo ent re fases es de 3 m inutos, a excepción del intervalo ent re la fase 

3 y la 4 que es de 1 hora. Ent re sesiones los ratones fueron ubicados en 

jaulas individuales con aserrín nuevo. Se cuant if icó de manera manual el 

t iempo que el animal pasa oliendo cada objeto, con ayuda del software 

ANY-maze. 

Los objetos ut ilizados fueron un erlenmeyer recubierto con cinta de 

papel blanca (objeto A) , una pelota de tenis pegada a una placa de pet r i 

(objeto B) , dos cubos de madera pegados ent re sí (objeto C) , y una caja 

para colocar puntas de pipetas o “tips” (objeto D). Los objetos fueron 

ubicados a 12.5 cm de cada pared. 
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Figura II.4. Ensayo de reconocimiento de objeto novedoso (NOR). Las sesiones 1 a 3 
perm iten habituar al anim al a t res objetos. En la sesión 4, un objeto conocido es cam biado 
de lugar (novedad espacial) . Los anim ales se habitúan a esta nueva disposición espacial 
(sesión 5) . En la sesión 6 se incorpora un objeto nuevo. El rectángulo rayado sim boliza un 
papel rayado que se ubicó en una de las paredes como referencia espacial para los anim ales. 
Se cuant ificó el t iempo que el anim al pasa explorando cada objeto. El cr iterio de exploración 
ut ilizado fue que el hocico del anim al se encont rase a m enos de 1 cm  del objeto. No se 
consideró exploración cuando el anim al se apoyaba sobre el objeto para olfatear el aire.  

 

 

El campo abierto se dividió virtualmente en 4 cuadrantes. En una de 

las paredes se ubicó un papel blanco rayado a fin de que los animales 

tuviesen una referencia espacial dent ro de la caja. En 3 de estos se colocó 

un objeto (A-B-C) , dejando el cuarto cuadrante vacío. En las 3 sesiones de 

habituación se mantuvo la m isma configuración, sin lim piar el campo ent re 

ellas, solo ret irando los excrementos en caso de que los hubiera. Luego de 

una hora se realizó la sesión 4, en la que se incorporó la novedad espacial:  

el objeto B fue desplazado al cuadrante vacio. En la sesión 5 se mantuvo 

esa configuración de modo de que el ratón se habituase a ella. En la sesión 

6 se incorporó el objeto novedoso:  se agregó al objeto D en el m ismo 

cuadrante que el objeto A. En todas las sesiones se int rodujo al ratón 

enfrentando el r incón del cuadrante vacio.  
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A fin de relat iv izar a la exploración propia de cada ratón, expresamos 

los datos como porcentaje de t iempo que los animales pasan explorando al 

objeto movido o al objeto nuevo, respecto al t iempo total de exploración 

(suma del t iempo que pasa explorando cualquier objeto;  3 objetos en la 

sesión 4, 4 objetos en la sesión 6) . Como se muest ra en la figura I I .3, el 

objeto desplazado es siempre el B, m ient ras que el objeto nuevo es siempre 

el D. 

I I .3.2.5 Acicalam iento 

El acicalam iento es un comportam iento t ípico de los roedores, que 

puede ser est imulado por situaciones est resantes (Crawley, 2012) . Este 

comportam iento fue evaluado en un tubo de Plexiglas t ransparente de 5.5 

cm de diámet ro y 20 cm de alto, tapado con un barbijo de modo que el 

ratón no pueda escapar ( f igura I I .3-F) . Los ratones fueron habituados a 

este tubo 2 días consecut ivos durante una hora y el tercer día fue evaluado 

el acicalam iento, cuant ificándolo durante 10 m in, luego de un período de 10 

m in de habituación. La cuant if icación se realizó con el invest igador  sentado 

a 1 met ro, y regist rando con un cronómetro el t iempo acum ulado que el 

ratón pasa acicalándose (Depino et  al. , 2011) . 

I I .3.2.6 Excavación (burrowing)  

La excavación es un comportam iento espontáneo y repet it ivo de los 

roedores. Se ha visto que este ensayo es muy sensible a est ímulos que 

causan enfermedad, considerándose que la falta de este comportam iento es 

un síntoma de comportam iento relacionado con la enfermedad (sickness 

behavior)  (Deacon, 2009) . A fin de que los animales se habituasen a los 

elementos con los que se evaluó este comportam iento, la noche previa al 

ensayo se colocó un tubo lleno de pellets en la jaula grupal. El tubo consiste 

en un cilindro plást ico, de 20 cm de largo y 7 de diámet ro, cerrado en uno 

de los ext remos, y lleno de 200 g de la com ida en forma de pellets que 

normalmente comen los ratones ( figura I I .3-G) . El lado abierto se 

encuent ra levantado 2 cm del suelo para evitar la caída accidental de los 

pellets.  

El ensayo consiste en colocar un ratón durante dos horas en una caja 

lim pia, con viruta y el tubo lleno de pellets. Luego de las dos horas se 
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cuant if ica la cant idad de pellets desplazada por cada ratón, pesando la 

com ida remanente en el tubo.  

I I .3.2.7 Suspensión por la cola 

Este ensayo es ut ilizado para evaluar comportam ientos relacionados 

con la depresión (Cryan et  al., 2005) . Consiste en sujetar a los animales 

con cinta adhesiva del tercio más distal de la cola a un alambre fij o, de 

modo que queden suspendidos en el aire a 25 cm de una superficie (Figura 

I I .3-H) . Al no poder escapar, los animales desarrollan una postura inmóvil 

después de un corto periodo de t iempo. Se interpreta esta inmovilidad como 

una “desesperanza”, y la misma disminuye cuando los animales son 

t ratados con drogas ant i depresivas. Se m idió el t iempo que el ratón 

permanecía inmóvil, sobre un total de 5 m inutos. Si el ratón se subía al 

alam bre, el ensayo se daba por term inado y el ratón no era tenido en 

cuenta en el análisis.  

I I .3.2.8 Natación forzada  

Este ensayo es también conocido como ensayo de Porsolt  y es ut ilizado 

para evaluar comportam ientos relacionados con la depresión (Castagne et  

al., 2011) . Los anim ales fueron ubicados en un vaso de precipitados de 

vidr io de 4 lit ros (15 cm de diámet ro y 25 cm de altura)  con 14 cm de agua 

a 25°C. Se m idió el t iempo que el ratón pasaba inmó vil en el agua, sobre 

un total de 5 m inutos (Figura I I .3- I ) . Al ret irar los del agua, los ratones eran 

secados con una toalla de papel y colocados en una jaula con aserrín seco 

antes de ser devueltos a su jaula. El agua fue cambiada luego de evaluar 

cada jaula (David et  al., 2003) . 

 
 

II.3.3 Selección de animales de baja y alta interacción social 

Habituamos durante una semana a ratones naive adultos machos de la 

cepa CF1 a la sala de comportam iento. Realizamos el ensayo de interacción 

social y luego de evaluar sus niveles de interacción social, armamos 3 

grupos:  baja interacción social (BI S) , alta interacción social (AI S)  e 

interacción social intermedia ( I SI ) . Los lím ites usados para separar los 

grupos fueron los desvíos estándar:  los animales de BI S fueron los que 
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most raron una interacción social menor a la media menos un desvío, los de 

AI S fueron los que most raron una interacción social mayor a la media más 

un desvío. Los de I SI  fueron los que most raron niveles de interacción ent re 

la media menos un desvío y la media m ás un desvío (ver figura I I .5)  

 

 

 

I I .4 Radioinm unoensayo 

 

Realizamos un radioinmunoensayo (RIA)  para cort icosterona en 

plasma a part ir  de sangre t roncal en t res contextos experimentales dist intos 

(el diseño experimental se detalla en cada capítulo) :  

i)  A los ratones F1 luego de la batería de ensayos comportamentales 

se le inyectó solución salina o LPS (25 ┢g/kg) . 

ii)  A ratones naive hembras de la cepa BALB/ c, se le inyectó solución 

salina o VPA (600mg/ kg) . 

iii)  A ratones CF1 pertenecientes a los grupos de baja interacción social 

y de alta interacción social se le inyectó solución salina o LPS (25 ┢g/kg) . 

Todas las inyecciones se realizaron por la mañana (ent re las 8: 00 y las 

9: 00) . A las dos horas de la inyección los animales fueron anestesiados con 

una mezcla de clorhidrato de ketam ina (150 mg/ kg)  y xilazina (15 mg/ kg)  y 

Figura II.5. Distribución de 
animales para el capítulo V. 
Luego de hacer un ensayo de 
interacción social dist ribuim os a 
los anim ales en t res grupos 
clasificándolos según el nivel de 
interacción social m ost rado. Los 
grupos fueron:  baja interacción 
social (BI S) , interacción social 
interm edia ( ISI )  y alta interacción 
social (AIS) . X:  m edia, SD:  
desvío estándar. 
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se les ext rajo la sangre desde el corazón con aguja 21G heparinizada. La 

sangre fue colectada en tubos eppendorff hepar inizados y se mantuvo 

durante 30 m inutos a temperatura ambiente. Luego se cent rifugó a 1000g 

durante 15 m inutos. Se separó el plasma, que fue guardado a -20°C hasta 

la ext racción de esteroides.  

La ext racción de esteroides se realizó a part ir  de 100 µl de plasma al 

que se le agregó 500 µl de éter et ílico, se mezcló bien y se congeló durante 

30 m in en freezer -80°. Se ext rajo la fase orgánica  y se reservó en un tubo, 

m ient ras que a la fase acuosa restante se le agregaron 300 µl de éter et ílico 

y se repit ió el procedim iento anter ior. Se agregó la segunda fase orgánica a 

la recogida anter iorm ente. Se dejó secar intensamente en campana y luego 

se resuspendió en 100 µl de buffer B (Tr is pH 8, 0.05M, NaCl, 0.1M, Azida 

zódica 0.1%  y BSA  0.1% ) .  

Se realizó una curva de calibración de cort icosterona con 

concent raciones conocidas y crecientes para poder luego est imar las 

concent raciones de cort icosterona en las muest ras. La curva de calibración 

abarcó un rango de concent raciones ent re 200 pg/ m l y 2500 pg/ m l 

( realizadas a part ir  de una solución estándar de 2 µg/ m l cort icosterona en 

etanol;  Sigma)  y una cant idad fij a del marcador radioact ivo (10000 dpm de 

1,2,6,7- 3H(N) -cort icosterona;  Perkin-Elmer, Whaltman, MA-USA)  con una 

act iv idad específica de 70000 Ci/ mmol.  

El protocolo llevado adelante fue el provisto por la hoja de datos del 

ant icuerpo pr imar io ( C8784, Sigm a) :  se colocó en un tubo de polipropileno 

100 µl de solución estándar o muest ra más 500 µl de una dilución 1: 30 de 

ant icuerpo ant i- cort icosterona en buffer AB (Tris pH 8, 0.05M, NaCl, 0.1M, 

Azida zódica 0.1% ) . Se mezcló con vortex y se incubó 30 m inutos a 

temperatura ambiente. Luego se agregó a cada tubo cort icosterona t r it iada 

diluida en buffer B (1: 10000) . Se mezcló y se incubó toda la noche a 

temperatura ambiente. Al día siguiente se detuvo la reacción enfr iando 

durante 15 m inutos a 4º C. Se le agregó a cada tubo 200 µl de una mezcla 

de carbón act ivado (0.5% )  y dext rano (0.05% ;  Sigma)  en buffer B, fr ía y 

en suspensión. Se mezcló y se incubó en hielo durante 10 m inutos a 0º C. 

Se cent rifugó a 2000g por 15 m inutos a 4º C. Se ret iró el sobrenadante, se 
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le agregó líquido de centelleo (Opt iphase Hisafe 3, Perkin-Elmer)  y se 

determ inó la radiact iv idad en un contador WALLAC.  

Las cuentas totales fueron determ inadas incubando el radioact ivo solo, 

es decir en ausencia de cort icosterona, ant icuerpo y de la mezcla de 

carbón-dext rano. La unión no específica se calculó incubando la 

cort icosterona radioact iva en ausencia de cort icosterona sin marcar ( fr ía)  y 

ant icuerpo. El unido máximo se determinó mediante la incubación en 

presencia de ant icuerpo y carbón-dext rano, y en ausencia de cort icosterona 

fr ía. 

 

I I .5 Ext racción de ARN, t ranscripción reversa y PCR en t iem po real 

 

Para la ext racción de ARN, las muest ras fueron procesadas con la 

ayuda de un homogeneizador (Omni TH Tissue Homogenizer, Kennesaw, 

GA-  USA) . Según la est ructura se ut ilizaron 1m l (hipocampo y corteza)  o 

1.5 m l (bazo y cerebelo)  de Trizol (Sigma) . Los homogenatos se incubaron 

durante 5 m inutos a temperatura am biente, y luego se mantuvieron en 

hielo hasta que se term inaron de procesar la totalidad de las muest ras. A 

cont inuación se agregó 200 l de cloroformo/ m l de Tr izol ut ilizado, se 

mezcló por inversión y se mantuvo en hielo durante 15 m inutos. Luego de 

15 m inutos de cent rifugación a 1200 rpm a 4C, se removió 

cuidadosamente la fase acuosa y se mezcló con 500 l de isopropanol fr io. 

Se precipitaron las m uest ras durante 45 m inutos a -20C, y se cent r ifugaron 

a 1200rpm a 4C durante 10 m inutos. El exceso de sal se elim inó con etanol 

al 70%  y luego el RNA se resuspendió en 20 l de agua libre de ARNasas. El 

ARN se cuant if icó mediante un nanodrop (Nanodrop Technologies, 

Wilington, Delaware-USA) . Se ut ilizaron 10 g de ARN para hacer la 

t ranscripción reversa con primers Oligo-dT de acuerdo a lo indicado por el 

fabr icante (Superscript  I I , I nvit rogen -  Life Technologies, Car lsbad, CA-

USA) . Una muest ra sin t ranscr iptasa reversa se ut ilizó como cont rol de 

contam inación genómica. 
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La cuant if icación comparat iva se realizó por PCR en t iempo real, 

ut ilizando el método fluorescente de SYBR-green, y ROX como referencia 

pasiva. Se ut ilizó el equipo St ratagene Mx3005P y el programa St ratagene 

MxPro TM QPCR (Agilent  Technologies, Santa Clara, CA-USA) . Para cada 

molécula, las muest ras se corr ieron en paralelo con una curva estándar que 

fue ut ilizada para t ransformar los Cts a valores relat ivos de dilución de 

ADNc (ADN copia) . Los niveles de ADNc de las citoquinas fueron 

normalizados utilizando el nivel de ADNc de ┚2-m icroglobulina, debido a que 

su expresión no var ió ent re t ratam ientos (datos no most rados) . Todas las 

muest ras se corr ieron por t r iplicado. La especificidad fue cont rolada por 

curvas de fusión y elect roforesis en geles de agarosa. Los valores son 

expresados como un porcentaje del grupo CON-Sal. Las secuencias y el 

tamaño de los productos de amplif icación se especifican en la tabla I I .1. 

Todos los primers fueron diseñados de forma de dist inguir ent re el ARNm y 

el ADN, ya que flanquean un int rón. 

 

 

 
Tabla II.1. Prim ers usados en el análisis de la expresión de citoquinas por PCR en t iem po 
real y los tam años esperados de sus productos. 
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I I .6 Procesam iento de tej idos para histología 

 

Para los análisis histológicos, los animales fueron anestesiados 

profundamente con clorhidrato de ketam ina (150 mg/ kg)  y xilazina (15 

mg/ kg)  y perfundidos t ranscardíacamente con solución salina heparinizada 

(0,9%  NaCl, 0.20 U/ m l de heparina;  aproximadamente 5 m l por ratón)  

seguido de paraformaldehído al 4%  en buffer fosfato (PB)  0.1M, pH= 7.2 (50 

m l por anim al) . Las perfusiones se realizaron a un flujo constante (5 

m l/ m in)  ut ilizando una bomba peristált ica (Masterflex, Cole-Palmer 

I nst rument  Co., I L-USA) . Los cerebros fueron ext raídos y post - fij ados 

durante 5-6 hs en la m isma solución fij adora a 4º C. Luego los tej idos fueron 

cr iopreservados mediante inmersión en una solución conteniendo 30%  de 

sacarosa en PB, hasta que los cerebros adquir ieron mayor densidad que la 

solución. Finalmente fueron congelados en una solución de isopentano 

(J.T.Baker, NJ-USA)  enfr iada en un baño de etanol puro y hielo seco. Las 

regiones del cerebro a estudiar fueron entonces cortadas de manera seriada 

en un cr ióstato (Leica) . Los cerebros fueron cortados en el plano coronal 

m ient ras que los cerebelos fueron cortados paralelos al plano sagital. Los 

cortes de 40 µm de grosor fueron guardados de manera seriada en 12 

pocillos conteniendo una solución de cr iopreservación (3 vol de glicerol,  3 

vol de et ilenglicol, 4 vol de 0.1 M buffer fosfato)  a –20°C hasta ser usados.  

II.6.1 Tinción con violeta de cresilo 

A fin de analizar el estado del sistema nervioso se realizó una t inción 

con violeta de cresilo. Este colorante es un colorante basófilo que t iñe 

núcleos y citoplasm a perinuclear de somas neuronales, como también 

núcleos de células gliales y del infilt rado inflamator io. Para hacer esta 

t inción, ret iramos los cortes de la solución cr iopreservadora, y los 

montamos en portaobjetos gelat inizados, pasándolos por PB. La 

gelat inización de los portaobjetos es necesaria para que los cortes no se 

despeguen. Una vez montados y secos, se procedió a rehidratar el tej ido, 

haciendo pasajes sucesivos por etanol 96%  y 70%  de 1 m inuto de duración. 

Luego se sumergieron los vidr ios en el colorante (0.5 gr de Cresyl, 100 m l 

de acetato de sodio 0.1 M, pH 3.8)  durante 2 m inutos y luego se 
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deshidrataron, haciendo pasajes sucesivos de etanol 70% , etanol 96%  y 

etanol 100%  de 1 m inuto de duración. Posteriormente se aclararon 

haciendo 3 pasajes por xilol, también de 1 m inuto cada uno. Finalmente se 

les agregó el cubreobjetos, montándolos con bálsamo sintét ico de Canadá 

(Biopack, BA-Argent ina) . 

II.6.2 Inmunohistoquímicas 

Para la detección de dist intos t ipos celulares se realizaron dist intas 

inmunohistoquím icas, todas ellas por el método de flotación libre (“free-

floating”), método de uso corriente en el laboratorio. Consiste en pasajes 

sucesivos de los cortes flotantes desde el pocillo con solución 

cr iopreservadora en el que se conservan a dist intos pocillos en los que se 

llevan adelante los sucesivos pasos del protocolo con todos los cortes 

flotando juntos. Al term inar, cada pocillo es montado en un vidr io 

gelat inizado del modo ya descripto para la t inción con violeta de cresilo.  

En todos los casos se ut ilizó suero de burro para bloquear el pegado 

inespecífico de proteínas (Jackson Laboratories, West  Grove, PA-USA) ,  

ant icuerpos pr imar ios específicos, reconocidos por ant icuerpos secundarios 

biot inilados (Jackson)  y el kit  de amplif icación Vectastain Standard ABC 

(Vector Laboratories, Bur lingame, CA-USA) , un complejo de avidina y 

peroxidasa biot inilada que se une al ant icuerpo secundario biot inilado. 

Luego se reveló la acción de la peroxidasa ut ilizando como sust rato a la 

3,3´ -diam inobenzidina (DAB, Sigma, 0.5mg/ m l en 0,1M buffer fosfato, 

filt rado) , molécula que en presencia de H2O2 se oxida generando un 

precipitado de color que perm ite evidenciar la presencia y localización de la 

peroxidasa. Luego del últ imo lavado, los cortes fueron montados en vidr ios 

portaobjetos gelat inizados y se los dejo secándose durante toda la noche. 

Se realizaron 2 pasajes sucesivos de los vidr ios por etanol 96%  y 2 por 

etanol 100%  de 1 m inuto de duración, seguido de 3 pasajes por x ilol, 

también de 1 m inuto cada uno. Finalmente se les agregaron los 

cubreobjetos, montándolos con bálsamo sintét ico de Canadá (Biopack) . La 

placa mult ipocillo se mantuvo siempre en agitación en un agitador orbital a 

temperatura ambiente.  
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I I .6.2.1 I nmunohistoquím ica ant i GFAP 

La proteína glial f ibr ilar acida (GFAP)  es una de las proteínas fibr ilares 

que forman los filamentos intermedios del citoesqueleto int racelular . Se 

expresa de manera const itut iva en los ast rocitos. Para detectarla, las 

secciones flotantes fueron lavadas 3 veces en buffer fosfato salino (PBS) 

conteniendo 0.1%  de detergente Tritón-X100 (Tx)  durante 10 m inutos y 

luego fueron t ratadas con H2O2 en metanol en una relación 1: 60 durante 20 

m inutos, para bloquear la acción de las peroxidasas endógenas. Se lavaron 

2 veces con PBS-Tx 0.1%  durante 15 m inutos y se bloqueó el pegado 

inespecífico de proteínas con una solución 1%  de suero de burro en buffer 

PBS-Tx 0.1%  durante 90 m inutos. Las secciones fueron incubadas con 

ant icuerpo pr imar io ant i GFAP hecho en conejo (1: 700, DAKO, Glost rup-

Denmark)  toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente fueron 

lavadas 2 veces en PBS-Tx 0.1%  durante 15 m inutos e incubadas con un 

ant icuerpo secundario biot inilado ant i conejo (Jackson) . Fueron lavadas 

nuevamente en PBS-Tx 0.1%  durante 10 m inutos y 2 veces en PB;  cada 

lavado fue de 10 m inutos. Se incubaron con el k it  comercial del complejo de 

avidina-biot ina durante 2 horas, se lavaron 2 veces con PB durante 15 

m inutos, se realizó el revelado de las secciones con una solución de DAB 

(10 µl de H2O2,  10µl de NiCl2,  250 µl de DAB, 750 de µl PB)  y finalmente se 

lavaron 3 veces con PB durante 10 m inutos antes de montar en 

portaobjetos. 

I I .6.2.2 I nmunohistoquím ica ant i CD11b 

CD11b es una proteína de superficie, parte de un complejo 

heterodimérico (CD11b/ CD18) . En ratón se expresa en monocitos, 

macrófagos y m icroglia de manera const itut iva. Su expresión en la m icroglia 

aumenta en condiciones de neuroinflamación (Bilbo et  al.,  2005;  Bilbo et  

al., 2007) . Para detectar esta proteína realizamos el siguiente protocolo:  se 

realizaron lavados sucesivos de 10 m inutos de las secciones flotantes, 2 

veces en buffer t r is salino conteniendo 0.1%  de Tx (TBS-Tx 0.1% )  y 2 

veces en TBS-Tx 1% , luego fueron t ratadas con 2%  de H2O2 en metanol por 

10 m inutos para bloquear la acción de las peroxidasas endógenas. Se 

lavaron 2 veces con TBS-Tx 1% , y el pegado inespecífico de proteínas fue 

bloqueado con una solución 1%  de suero de burro en buffer TBS-Tx 1%  
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durante 90 m inutos. Las secciones fueron incubadas con ant icuerpo 

primar io ant i CD11b hecho en rata (1: 500, Serotec, Kidlington, Oxford, UK)  

toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente fueron lavadas 2 

veces en TBS-Tx 1%  durante 15 m inutos e incubadas durante 2 horas con 

un ant icuerpo secundario biot inilado ant i conejo (Jackson) . Se lavaron luego 

sucesivamente en TBS-Tx 1% , TBS-Tx 0.1%  y 2 veces en PB. Cada uno de 

estos lavados fue de 10 m inutos. Se incubaron con el kit  comercial del 

complejo de avidina-biot ina durante 2 horas, se lavaron 2 veces con PB 

durante 15 m inutos, se realizó el revelado de las secciones con la solución 

de DAB antes descripta y finalmente se lavaron 3 veces con PB durante 10 

m inutos antes de montarlas en portaobjetos. 

I I .6.2.3 I nmunohistoquím ica ant i c- fos 

La inducción de c- fos ha sido implicada en diversos procesos como la 

diferenciación celular, la proliferación y la t ransducción de señales. A pesar 

de que no se conoce bien en detalle su función en cada zona, se sabe que 

es un gen temprano que se expresa cuando una neurona se act iva. Para 

detectar esta proteína los pasos del protocolo llevado adelante fueron los 

m ismos que para la proteína GFAP, a excepción del ant icuerpo primar io 

ut ilizado. En este caso se ut ilizó ant i c- fos hecho en conejo y se usó en una 

dilución 1: 5000 (Calbiochem, San Diego, CA-USA) .  

 

I I .7 Cuant ificaciones 

 

 II.7.1 Estereología 

La cuant if icación de la m icroglia (células CD11b posit ivas)  fue realizada 

por medio de estereología sin desvío de manera ciega a los t ratam ientos. Se 

usó un m icroscopio Nikon Elipse E600 y una videocámara CX900 

(MicroBrightField I nc., Willistone, VT-USA)  y el software de análisis de 

imágenes Stereo I nvest igator (MicroBrightField I nc.) . La estereología es un 

método que ut iliza el muest reo sistemát ico y aleator io.  El método de 

fraccionam iento ópt ico (West  et  al. , 1991)  fue empleado para est imar el 
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número de células de la m icroglia en el cerebelo, en la corteza y en 

diferentes zonas del hipocampo. Las dist intas zonas fueron delineadas con 

la función de t razado del software usando un objet ivo de aumento 10x (0.4 

NA) , de acuerdo al at las de cerebro de ratón (Paxinos y Franklin, 2004) . 

Una est im ación prelim inar de la población fue realizada a fin de determ inar 

los parámetros a ut ilizar. Las células CD11b posit ivas fueron contadas sólo 

al ent rar  en foco en el marco de muest reo, usando una lente de inmersión 

de aumento 60X y manteniendo la regla de muest reo no sesgado (Howard y 

Reed, 2005) . Los parámetros ut ilizados en cada caso para la cuant ificación 

se muest ran en la tabla I I .2. El tamaño del cuerpo celular fue medido con la 

herramienta “Nucleator”, provista por el m ismo software. 5 rayos que 

parten de un punto cent ral son usados para determ inar el volumen del 

soma. Para el análisis, el número de células, el volumen del soma de las 

células y el volumen de la región del cerebro fueron tenidos en cuenta para 

cada animal y promediados por grupo. 

 

Tabla II.2. Parám et ros ut ilizados para la cuant ificación de m icroglia con el software 
StereoInvest igator. 

 

II.7.2 Estimación del área GFAP-positiva 

Luego de la inmunohistoquím ica de GFAP, las secciones fueron 

analizadas con un m icroscopio Olympus (Center valley, PA-USA)  y las 

imágenes digitales fueron obtenidas con una cámara I nfinity2 y el software 

I nfinit y Capture (Lumenera Corporat ion, Ot tawa, ON-Canadá) . Diferentes 

regiones del cerebelo, la corteza y el hipocampo fueron ident if icadas para el 

análisis. El porcentaje de área inmunoreact iva para GFAP fue medida con 
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imágenes tomadas con el objet ivo 10x y la ayuda del software ImageJ. Para 

esto, el umbral fue establecido manualmente de modo que todas las células 

inmuno-posit ivas fueran seleccionadas ( f igura I I .6) . Luego, el porcentaje de 

área ocupada por ast rocitos fue calculado por el programa en cada región 

estudiada (Depino et  al., 2011) . 

 

Figura II.6. Cuantificación del porcentaje de área inmunoreactiva para GFAP. En 
prim er lugar se tom ó una foto con el program a Im ageCapture (A) . Estas im ágenes se 
abrieron en el program a Im ageJ y se las procesó, subst rayendo el fondo (B)  y estableciendo 
un um bral de m anera m anual, de m odo que todo lo que consideram os m arca en la foto 
aparezca en la im agen procesada (C) . A part ir  de esta nueva im agen, el program a puede 
calcular el porcentaje de área que t iene m arca. En el ejemplo, se m uest ra el lobulillo 7 del 
cerebelo am plificado 100 veces.  

 

II.7.3. Cuantificación de c-fos 

Luego de la inmunohistoquim ica ant i c- fos, se realizó una t inción clara 

con violeta de cresilo de modo de poder ident if icar mejor cada zona en los 

dist intos cortes. Con ayuda del at las de ratón, se localizó el núcleo del 

t racto solitar io (NTS)  y el núcleo parabraquial (PB)  y se cuant ificaron 

manualmente todas las células marcadas presentes en las est ructuras de 

interés. 

 

II.7.4 Análisis de la inflamación en el cerebelo 

A fin de evaluar el estado de inflamación luego de la inyección en el 

cerebelo, realizamos inmunohistoquím icas ant i-CD11b y ant i-GFAP en los 

cortes sagitales del cerebelo. En el caso del análisis de la m icroglia, pudimos 

ver que las células después de la operación presentaban dist intos estadios 

morfológicos, por lo cual evaluamos la proporción de estos dist intos 
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estadios adoptando la clasificación de act ivación de la m icroglia de 

Kreutzberg (Kreutzberg, 1996)  ( figura I I .7) :  llamamos células en estadio 1 

a aquellas células con procesos finos y ramificados;  células en estadio 2/ 3 a 

aquellas con procesos largos o cortos pero gruesos, y célula en estadio 4 a 

aquellas con cuerpo celular redondo y citoplasma vacuolado, en las que no 

se pueden observar procesos en el m icroscopio ópt ico. La cuant ificación se 

realizó en dos campos elegidos al azar a una magnificación 100X tanto para 

el lobulillo VI / VI I  como para el lobulillo I V/ V. 

Para el análisis de la ast roglia, usamos el m ismo método descripto en 

la sección anterior, cuant if icando tanto en el lobulillo VI / VI I  como en el 

I V/ V. 

 

 

 

 

I I .8 Estadíst ica 

 

Se usaron dist intas pruebas estadíst icas según el caso, detallado en 

cada uno de los resultados. En térm inos generales se usaron, según 

correspondiese:  pruebas de t  pareadas o no pareadas, test  de Mann-

Whitney cuando los datos most raban homocedacea pero no normalidad, 

test  de t  con corrección de Welch cuando los datos de dos poblaciones 

Figura II.7. Estadios de 
activación de la microglia. De 
izquierda a derecha, desde el 
estado de reposo o “vigilancia” al 
estado de m áxim a act ivación, en el 
cual la célula resulta indist inguible 
de un m acrófago (Kreutzberg, 
1996) . 
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most raban normalidad pero no homocedacea, y ANOVA de uno o dos 

factores. 

En los ensayos comportamentales en los que se evaluaban muchas 

var iables se realizó un análisis de correlación usando el coeficiente de 

Pearson, a fin de elim inar las var iables redundantes. Se consideró 

correlación ent re dos var iables cuando │r│≥ 0.70. Las variables que no 

correlacionaban se evaluaron en conjunto mediante un análisis mult ivar iado 

de la var ianza (MANOVA) , que, además de ident if icar si los cambios en las 

var iables independientes t ienen efectos significat ivos en las variables 

dependientes, intenta ident if icar las interacciones ent re las variables 

independientes y su grado de asociación con las var iables dependientes de 

manera global. Poster iormente se realizaron ANOVAs de dos factores para 

cada una de las variables independientes. Las comparaciones realizadas 

luego de los ANOVA cuando el valor p fue menor o igual a 0.05, fueron 

llevadas adelante con la prueba de Tukey. 

En todos los casos se evaluó que se cumplieran los supuestos de cada 

uno de los análisis. Se evaluó normalidad con la prueba de Kolmorov-

Smirnov y homogeneidad de var ianzas con la prueba de Bart let t .   

Los datos fueron analizados con la ayuda del paquete estadíst ico 

Stat ist ica, version 99, StatSoft . 
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Capítulo I I I -Resultados 
 

Caracter ización conductual del m odelo VPA. 
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I I I .1 Punto de inicio 

 

Existen dist intos grupos que emplean la exposición de animales al VPA, 

tanto prenatal como postnatalmente, como un modelo de aut ismo con 

causa ambiental. La principal característ ica que hace que los animales 

expuestos al VPA sean considerados un modelo de DEA es la dism inución en 

la interacción social. Esta dism inución le confiere al modelo validez 

aparente, ya que los animales t ratados presentan característ icas 

conductuales sim ilares a las observadas en los humanos. Asim ismo, el 

modelo presenta validez de const ructo, ya que la población humana que ha 

sido expuesta al VPA prenatalmente ha most rado una alta prevalencia de 

“síndrome de valproato fetal”, síndrome que muest ra sim ilitudes fenot ípicas 

con el aut ismo (Moore et  al. , 2000;  Williams et  al., 2001) .  

Al invest igar la patofisiología de cierto desorden mediante el uso de 

modelos animales, no es un requisito la presencia de síntomas relacionados, 

pero en el caso de estar presentes, hacen al modelo más sólido y confiable. 

Fue por eso que decidimos analizar también los comportam ientos 

relacionados con la ansiedad y la depresión. 

 El objet ivo de este capítulo fue caracterizar el comportam iento del 

modelo de VPA en ratones F1 (C57xBALB/ c) , evaluando part icularmente 

comportam ientos relacionados con el aut ismo, la ansiedad y la depresión. 
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I I I .2 Diseño experimental 

 

Figura III.1. Diseño experimental usado en este capítulo. F1 generada a part ir  de 
m achos C57 y hem bras BALB/ c. I nyección de las m adres preñadas el DG12.5. Las crías 
fueron sexadas el día postnatal 3, los m achos fueron ident ificados por m edio de una m arca 
en uno de los dedos de las patas.  Se cont roló el peso y la aparición de marcadores de 
desarrollo. Los ensayos com portam entales postnatales com prendieron la evaluación del 
reflejo de enderezam iento sobre una superficie, la fuerza de agarre y el ensayo de cam po 
abierto. Al alcanzar la adultez, se realizó una serie de ensayos com portam entales. Al 
m om ento del sacrificio, un grupo de anim ales fue anestesiado y se les ext rajo la sangre, el 
bazo y se disectó el cerebro. DG0:  día gestacional 0. SI :  ensayo de interacción social. EPM:  
laberinto elevado en cruz. OF:  ensayo de cam po abierto. NOR:  ensayo de reconocim iento de 
objeto nuevo. TS:  ensayo de suspensión por la cola. Las siglas se basan en los nom bres de 
los ensayos en inglés. 
 

 

El diseño experimental ut ilizado es el que se muest ra en la figura I I I .1. 

Decidimos usar una F1 generada como se indica en Materiales y Métodos 

debido a que contábamos con las cepas BALB/ c y C57 y que nuest ra 

experiencia previa en comportam iento y apareos con esas cepas indicaba 

que ninguna de las dos resultaba favorable para este diseño:  los BALB/ c 

eran muy pasivos comportamentalmente por lo que creímos que resultar ía 

difícil ver una dism inución en el comportam iento social, y las hembras C57 

se comían con alta frecuencia a sus crías. En ese contexto, el uso de una F1 

ent re ambas cepas resultó conveniente, ya que los animales resultantes de 

este apareo son más act ivos y las madres BALB/ c se com en con menor 

frecuencia a su camada. Consideramos el DG0.5 como el día en el que se 

observa en la hem bra tapón vaginal e inyectamos VPA al DG12.5 

basándonos en t rabajos de ot ros laboratorios (Schneider y Przewlocki,  

2005;  Wagner et  al. ,  2006;  Kim  et  al., 2011) . El DP0 fue el día en el que 

observamos a la cam ada con la madre antes de las 14 hs.  
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I I I .3 Desarrollo de las crías 

 

Debido a que el VPA es un agente teratogénico (Faiella et  al. , 2000) , 

los animales expuestos a esta droga podrían sufr ir  problemas en el 

t ranscurso de la preñez o durante el desarrollo.  

Con respecto a la preñez, la droga no most ró ningún efecto en el 

t ranscurso de esta:  no observamos diferencias en el número de crías por 

ratón o en la duración de la preñez, independientemente del t ratam iento 

asignado.  

Con respecto al desarrollo de las cr ías, a fin de evaluar si la droga 

tenía algún efecto estudiamos t res marcadores neonatales de desarrollo:  

separación de orejas, aparición de pelo y apertura de ojos. Estos sucesos se 

dan en días determ inados del desarrollo del ratón, por lo que se espera que 

se mantengan constantes ent re los dist intos grupos si el VPA no está 

afectando el desarrollo normal de las crías. No encont ramos diferencias 

ent re los 3 grupos experimentales en la aparición de estos marcadores 

( figura I I I .2) . También fue estudiada la ganancia de peso ent re el DP4 y el 

DP14, como un parámetro del crecim iento. Para analizar esto hicimos un 

ANOVA de medidas repet idas. Observamos una interacción significat iva 

ent re t iempo y t ratam iento (efecto de la interacción:  F(20,520)= 4.520, 

p= 0.001) , por lo que evaluamos el efecto del t ratam iento día por día y no 

observamos diferencia en ninguno de los días analizados.  

 

Figura III.2: Efecto del VPA prenatal sobre el desarrollo. Se evaluó el desarrollo 
norm al de los anim ales observando m arcadores t ípicos. No se observaron diferencias ent re 
los t res grupos en la separación de orejas (A) , aparición de pelo (B)  o apertura de ojos (C) . 
N, en el gráfico. ANOVA de 1 factor. Se grafica la m edia  EE. 
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Todos estos resultados en conjunto muest ran que la exposición 

prenatal a las dosis ut ilizadas de VPA no t iene efectos deletéreos generales 

sobre el desarrollo. 

 

I I I .4 Com portam iento de las crías 

 

Evaluamos comportam ientos que maduran en días predecibles y que 

dependen de las regiones del cerebro relevantes para el aut ismo (el 

hipocampo, la corteza y el cerebelo) :  el enderezamiento sobre superficie 

ent re el DP4 y el DP8, y la fuerza de agarre a una grilla colgante ent re DP13 

y DP18. También evaluamos la act iv idad motora en un campo abierto a 

DP14, DP21 y DP28.  

 

III.4.1 Enderezamiento sobre una superficie  

Al colocar un ratón en decúbito dorsal sobre una superficie, éste girará 

sobre sí m ismo para lograr posicionarse sobre sus 4 patas. Esta habilidad de 

girar es adquir ida durante el desarrollo postnatal y const ituye un acto 

reflejo, denominado reflejo de enderezamiento. De manera de examinar la 

apar ición de dicho reflejo se realizó el ensayo de enderezamiento sobre 

superficie diar iamente ent re el DP4 y el DP8.  

El análisis estadíst ico fue realizado mediante un ANOVA de medidas 

repet idas. Observam os que la adquisición del reflejo de enderezamiento 

sobre una superficie depende del t ratam iento prenatal recibido (ANOVA de 

medidas repet idas, interacción t iempo x t ratam iento prenatal:  F(8,228)= 2.051 

;  p=  0.048) . El efecto del t ratam iento con VPA se evidencia el DP5 

(F(2,57)= 3.505 ;  p=  0.037) , día en el que vemos que los animales VPA600 

muest ran una mayor latencia a enderezarse ( figura I I I .3-A) . Esta diferencia 

observada al DP5 desaparece los días siguientes, indicando que el efecto de 

VPA consist ir ía en ret rasar la apar ición del reflejo estudiado. 
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III.4.2 Fuerza de agarre  

A fin de est imar el efecto del t ratam iento prenatal sobre la fuerza de 

los m iembros de los animales, realizamos el ensayo de fuerza de agarre. 

Éste consiste simplemente en someter a los animales a una situación en la 

que se deben mantener agarrados evitando una caída. Se realizó evaluando 

la capacidad de sostenerse de una reja ent re el DP13 y el DP18. 

Observamos una interacción significat iva ent re t iempo y t ratam iento (efecto 

de la interacción:  F(10,225)= 2.428 ;  p=  0.011) . Los t res grupos m ost raron un 

aumento en la latencia a caer desde la red a lo largo de los días evaluados, 

pero este aumento fue menor en los animales expuestos a VPA600, de 

modo que en el DP18 la latencia resultó significat ivamente menor a la de los 

animales cont rol (F(2,45)= 7.405 ;  p=  0.002)  ( figura I I I .3-B) .  

 

 
 

Figura III.3.  Efecto del VPA prenatal sobre el comportamiento de las crías. A. 
Latencia a girar en el ensayo de enderezam iento sobre superficie:  los ratones VPA600 
m ost raron una m ayor latencia en el DP5. B. Latencia a caer desde una red colgante:  los 
ratones VPA600 m ost raron una m enor latencia que es significat iva en el DP18. C-E Distancia 
total recorrida en un ensayo de cam po abierto al DP14, DP21 y DP28:  los anim ales no 
m ost raron diferencias a ninguna de las edades evaluadas en los niveles de exploración.  N, se 
m uest ra en el gráfico o en cada barra. ANOVA de m edidas repet idas, seguido de prueba de 
Tukey en A y B, * p< 0.05. Prueba de Mann-Whitney en C, prueba de t  no pareada en D y E. 
Se grafica la m edia  EE.  
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III.4.3 Locomoción en un ambiente novedoso 

Como parte de la caracterización del desarrollo de los animales, 

evaluamos los niveles de locomoción en el DP14, el DP21 y el DP28. Lo 

realizamos por medio de un ensayo de campo abierto de menores 

dimensiones a fin de favorecer la locomoción de las cr ías, ya que un campo 

abierto muy grande aumentaría los niveles de ansiedad o m iedo en los 

animales y podría generar el comportam iento de freezing o inm ovilidad. En 

ninguna de las t res edades observamos diferencias en la locom oción ent re 

los 3 grupos (DP14, U= 94, p= 0.467;  DP21, t (36)= 0.059;  p= 0.953;  DP28, 

t (36)= 0.365;  p= 0.718)  ( figura I I I .3-C, D y E) . 

 

I I I .5 Com portam iento de adultos 

 

III.5.1 Interacción social 

Como mencionamos anteriormente, una de las pr incipales 

característ icas del DEA es el déficit  en la interacción social. Por esta razón, 

el ensayo de interacción social (SI )  fue el pr imero llevado adelante, de 

forma de asegurarnos que el comportam iento no es afectado por exposición 

previa a ot ros ensayos. En primer lugar comparamos los niveles de 

exploración en las dos fases. Todos los grupos most raron niveles sim ilares 

de locomoción tanto en la fase de habituación (F(2,44)=  2.498;  p=  0.094)  

como en la de interacción social (F(2,44)=  2.011;  p=  0.146) ( figura I I I .4-A) .  

Observamos que los 3 grupos de animales prefieren pasar más t iempo en el 

lado social, aunque esta preferencia parece ser menor en el grupo de 

animales VPA600 ( figura I I I .4-B) . Cuando analizamos el t iempo que los 

animales pasan explorando act ivamente al ratón est ímulo, vem os un claro 

efecto del t ratam iento prenatal (F(2,44)= 5.447 ;  p= 0.007) :  los animales del 

grupo VPA600 pasan menos t iempo involucrados en la tarea de interacción 

social ( f igura I I I .4-C) .  
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Figura III.4. Efecto del VPA prenatal sobre la interacción social. Los 3 grupos de 
anim ales m ost raron sim ilares niveles de exploración durante el ensayo de interacción social 
(A) , pero los ratones VPA600 most raron una reducción en la preferencia por el lado social 
(B)  y pasaron m enos t iem po oliendo al ratón est ím ulo (C) . N, se m uest ra en cada barra. 
Prueba de Tukey: *  p<  0.05, * *  p<  0.01, * * *  p <  0.001. Se grafica la m edia  EE. S, lado 
social;  C, cent ro, NS, lado no social.  
 

 

La dism inución en la exploración del est ím ulo social podría deberse a 

una neofobia general,  relacionada con el componente novedoso del est ímulo 

en lugar de con el componente social. Para disociar estos dos componentes, 

y poder así dist inguir a cuál de los dos corresponde el resultado de este 

ensayo, realizamos el ensayo de reconocim iento de objeto nuevo. El 

paradigma que ut ilizamos nos perm ite evaluar la exploración de un objeto 

desplazado (novedad especial)  y de un objeto nuevo (novedad de objeto)  

de cada animal. No encont ramos diferencias significat ivas ent re los dist intos 

grupos en el t iempo que los animales pasan evaluando el objeto desplazado 

( t (30)= 1.234;  p= 0.227)  ( figura I I I .5, A) , o el objeto nuevo ( t (30)= 0.155;  

p= 0.878)  ( figura I I I .5, B) , por lo que descartamos la idea de que el efecto 

observado en el SI  se debe a una dism inución general en la respuesta a la 

novedad. 
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Figura III.5. Efecto del VPA prenatal sobre el comportamiento ante una novedad 
espacial o de objeto. Los anim ales VPA600 no m ost raron diferencia en el porcentaje de 
t iem po que pasan explorando la novedad espacial (A)  o en el porcentaje de t iempo que 
pasan evaluando un objeto nuevo (B) . N, se m uest ra en cada barra. Prueba de t  no pareada. 
Se grafica la m edia  EE.  
 

 

El acicalam iento es un comportam iento que ocurre naturalmente, de 

manera espontánea y que implica una serie de movim ientos repet it ivos. 

Para evaluar este comportam iento, los animales son colocados en unos 

tubos en los que no pueden hacer un despliegue comportamental muy 

var iado, lo que aum enta la probabilidad de observarlos acicalándose. No 

observamos diferencias ent re ambos grupos en el t iempo que dedican a 

acicalarse ( t (27)= 1.494, p= 0.147)  ( f igura I I I .6-A) . 

Por ot ra parte, el ensayo de excavación se basa en una tendencia 

natural de los roedores de llevar adelante este comportamiento sobre 

dist intos subst ratos, que implica movim ientos estereot ipados. Este 

comportam iento estaría relacionado con sus ancest ros que vivían 

salvajemente (obviamente, fuera de los bioter ios) , donde debían cavar para 

buscar granos, sem illas, insectos o para hacer nidos o madrigueras. 

Ut ilizando un ensayo descripto previamente, v imos que los ratones VPA600 

no most raron diferencias en la cant idad de pellets desplazados con respecto 

a los ratones CON (U= 56, p=  0.559)  ( figura I I I .6-B) , lo que sugiere que 

pasaron la m isma cant idad de t iem po realizando los movim ientos 

estereot ipados que implica este comportam iento. 
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Figura III.6. Efecto del VPA prenatal sobre los comportamientos repetitivos.  A. Los 
anim ales VPA600 no m uest ran diferencias en el t iempo que pasan acicalándose. B. Tam poco 
m uest ran diferencia en la cant idad de pellets desplazados en el ensayo de excavación. N, se 
m uest ra en cada barra. Prueba de t  no pareada. Se grafica la m edia  EE.  
 

 

III.5.3 Síntomas relacionados: Comportamientos relacionados con la 

ansiedad y la depresión en el modelo de VPA 

Los t rastornos de ansiedad y la depresión presentan una alta co-

morbilidad con el aut ismo (American Psychiat r ic Associat ion, 2000)  aunque, 

como mencionamos en la int roducción, se discute si const ituyen 

comportam ientos asociados o co-ocurrrentes (Hofvander et  al., 2009) . 

Decidimos evaluar tanto el comportam iento relacionado con la ansiedad 

como el relacionado con la depresión, ampliando así la caracterización 

comportamental del modelo.  

Para evaluar el comportam iento relacionado con la ansiedad 

realizamos el ensayo de laber into elevado en cruz y el ensayo de campo 

abierto (EPM y OF respect ivamente, por sus iniciales en inglés) . Ambos 

ensayos han sido validados de manera farmacológica, most rando su valor 

predict ivo para drogas ansiolít icas (Walsh y Cummins, 1976;  Crawley, 

1981;  Pellow et  al., 1985;  Costall et  al.,  1989;  Hogg, 1996) . En ambos 

ensayos se m iden m uchas var iables y muchas veces se reporta el análisis 

de cada una por separado. El inconveniente de realizar este t ipo de análisis 

es que se aumenta m ucho el error de t ipo I , es decir , rechazar una hipótesis 

cuando ésta es verdadera. Como las variables en cuest ión están 

relacionadas, un acercamiento estadíst ico que contempla esta relación es el 

análisis mult ivar iado de la var ianza (MANOVA) que cont rasta diferencias 
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ent re las medias de dos o más variables dependientes simultáneamente. 

Sin embargo, si en el MANOVA se incluyen var iables con alta correlación, 

corremos el r iesgo de cometer un error de t ipo I I , es decir, aceptar una 

hipótesis cuando esta es falsa. Para evitar esto, tomamos la decisión de 

descartar del análisis aquellas var iables con alto grado de correlación, para 

lo cual realizamos un análisis de correlación de Pearson y descartamos 

aquellas cuyo lr l≥0.7. 

 

Tabla III.1. Variables cuant ificadas en los ensayos de laberinto elevado en cruz (EPM)  y 
cam po abierto (OF) . En negrita se m uest ran las variables que fueron incorporadas al 
MANOVA  

 

Luego de aplicar el cr iter io mencionado, las var iables finalmente 

incluidas en el MANOVA fueron:  distancia total, número de exploraciones 

vert icales, t iempo en el cent ro, porcentaje de distancia en los brazos 

abiertos y t iempo de acicalam iento para el EPM;  y distancia total, eventos 

de acicalam iento, t iempo de acicalam iento, número de exploraciones 

vert icales y porcentaje de distancia en el cent ro para el OF ( tabla I I I .1) .  

En ambos casos, el MANOVA most ró un efecto del t ratam iento prenatal 

(EPM:  ┡= 0.467, F(10,78)= 3.614, p= 0.001;  OF:  ┡= 0.608, F(10,92)=  2.598, 

p= 0.008) , evidenciando que la exposición a VPA modifica las variables 
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estudiadas de forma conjunta, afectando el comportam iento relacionado con 

la ansiedad.  

En base al resultado anterior decidimos m irar var iable por variable y 

ver cuáles eran las más afectadas. El resultado del ANOVA para cada 

var iable se muest ra en la tabla I I I .2. Los resultados más relevantes fueron 

una dism inución en la exploración total del EPM ( figura I I I .7-A)  y una 

dism inución en el porcentaje de distancia recorr ida en los brazos abiertos 

del EPM por los anim ales VPA600 ( figura I I I .7-B) , j unto a un aumento en el 

t iempo de acicalam iento de los animales expuestos a VPA, que alcanza una 

diferencia significat iva en los animales VPA400 ( figura I I I .7-C) . También se 

observó una dism inución en la cant idad de exploraciones vert icales en el OF 

en los animales expuestos al VPA ( figura I I I .7-D) . Estos datos en conjunto 

nos muest ran un aumento en el com portam iento relacionado con la 

ansiedad en los anim ales expuestos prenatalmente al VPA. 

 

Tabla III.2. ANOVA de las variables incluidas en los MANOVAs de los ensayos de 
EPM y de OF. En negrita se m uest ran las variables en las que observam os diferencias 
significat ivas. 
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Figure III.7. Efecto del VPA prenatal sobre el comportamiento relacionado con la 
ansiedad. Los anim ales VPA600 exploran m enos en el EPM (A)  pero el porcentaje de 
distancia que recorren en los brazos abiertos tam bién es m enor (B) . Anim ales expuestos a 
VPA m uest ran m ayores niveles de acicalam iento en el EPM, siendo significat ivam ente m ayor 
el t iempo de acicalamiento de los anim ales VPA400 (C) . Adem ás m uest ran m enos eventos de 
exploración vert ical en el OF (D) . N, se m uest ra en cada barra. Prueba de Tukey para A, B y 
D;  Kruskal Wallis para C:  *  p <  0.05, * *  p <  0.01. Se grafica la m edia  EE.  

 

El ensayo de suspensión por la cola y el de natación forzada (ensayo 

de Porsolt )  fueron usados para evaluar el comportam iento relacionado con 

la depresión.  El t iempo de inmovilidad en ambos ensayos dism inuye cuando 

se usan drogas ant idepresivas (Cryan et  al., 2005) , por lo que se interpreta 

un aumento en estos t iempos como comportam ientos relacionados con la 

depresión. No observamos diferencias significat ivas ent re el grupo CON y el 

grupo VPA600 en ninguno de los dos casos, lo que muest ra sim ilares niveles 

de comportam iento relacionado con la depresión en ambos grupos ( figura 

I I I .8) . 
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Figura III.8. Efecto del VPA prenatal sobre el comportamiento relacionado con la 
depresión. Los anim ales VPA600 no m uest ran diferencia en el t iem po que pasan inm óviles 
en el ensayo de suspensión por la cola (A)  o en el ensayo de natación forzada (B) . N, se 
m uest ra en cada barra. Prueba de t  no pareada. Se grafica la m edia  EE.  
 

 

I I I .6 ¿VPA com o est ím ulo inflamatorio? 

 

Los resultados observados hasta este momento resultaban 

sorprendentemente sim ilares a los observados en t rabajos en los que 

ut ilizan una act ivación inflamator ia materna como herram ienta para generar 

un modelo de aut ism o. Por ejemplo, la infusión int ranasal del v irus humano 

de influenza en el DG9.5 resulta en un dism inución de la sociabilidad en 

ratones (Shi et  al. , 2003) . Además, la inyección int raper itoneal de poliI : C 

en el DG12.5 resulta en un aumento en el comportam iento relacionado con 

la ansiedad y también en una dism inución en la sociabilidad en el ratón 

(Smith et  al., 2007) . 

Debido a la sim ilitud observada, decidimos evaluar si la inyección de 

VPA generaba una act ivación aguda del sistema inmune o del eje HPA. 

Como todo est ímulo inflamator io act iva tanto al sistema inmune como al eje 

HPA, decidimos medir sólo una de esas dos variables y elegim os medir los 

niveles de cort icosterona a las dos horas después de inyectar VPA o solución 

salina. La inyección fue realizada a ratonas BALB/ c adultas, del m ismo 

modo que se le realizó a las m adres preñadas (Ver Materiales y Métodos, 

sección I I .2.1) , probando la dosis de VPA más alta ut ilizada (600 mg/ kg) . 

No observamos diferencias significat ivas en los niveles de cort icosterona en 
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plasma (prueba de Mann-Whitney, U= 6;  p= 0.786) , por lo que descartamos 

que el VPA en sí m ismo esté actuando como un est ímulo inflamatorio y 

generando las alteraciones a largo plazo en la conducta de las cr ías 

mediante este mecanismo. 

 

I I I .7 Conclusiones 

 

Debido a que el aut ismo es diagnost icado comportamentalmente en los 

humanos, la evaluación comportamental se convierte en un requisito 

práct icamente fundamental en el estudio de potenciales modelos animales. 

En este capítulo most ramos la validación comportamental del modelo de 

exposición prenatal a VPA en una F1 (BALB/ c x C57) .  

Se ha visto que la preferencia por un est ímulo social es una 

característ ica conservada ent re las dist intas cepas de ratones (Moy et  al., 

2007)  y la F1 generada para esta tesis no const ituye una excepción a esto. 

Debido a que la dism inución en la interacción social es una de las 

característ icas pr incipales del DEA, fue lo primero a evaluar en este modelo 

y el resultado de esta evaluación most ró una efect iva dism inución en este 

comportam iento por parte de los animales de la F1 expuestos al VPA. 

Además, observamos un efecto temprano de esta droga sobre el desarrollo, 

que se manifestó en el ret raso que most raron los animales VPA600 en la 

adquisición del reflejo de enderezamiento el DP5. Estos resultados están en 

consonancia con los resultados obtenidos por ot ros grupos (Schneider y 

Przewlocki, 2005;  Wagner et  al., 2006;  Gandal et  al., 2010;  Roullet  et  al. , 

2010;  Kataoka et  al. , 2011) . 

Si bien el resultado de la dism inución en la interacción social en el 

modelo de VPA no es un resultado novedoso en sí m ismo, si lo es el hecho 

de haberlo validado por primera vez en una descendencia híbrida (C57 x 

BALB/ c) . Este t rabajo, j unto a los t rabajos anter iormente mencionados y a 

resultados actuales del laboratorio en la cepa exocriada CF1, muest ran que 

la reducción en la interacción social luego de la exposición prenatal al VPA 
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es un fenot ipo robusto que no depende del contexto genét ico de los 

animales. 

Con respecto al comportam iento repet it ivo, ot ra de las característ icas 

principales del aut ismo, no observamos diferencias ent re los animales 

expuestos al VPA y los animales cont rol. Si bien ot ros grupos de 

invest igación informan haber visto un aumento, algunos evidencian este 

aumento por medio de ot ros ensayos u ot ros roedores como modelo 

(Schneider y Przewlocki, 2005;  Schneider et  al.,  2008;  Kataoka et  al. ,  

2011;  Mehta et  al. , 2011;  Zhang et  al.,  2012) . Los grupos que t rabajan en 

ratones y realizan el m ismo ensayo que nosot ros, lo hacen cuant ificando el 

acicalam iento durante 10 m inutos en una jaula (Gandal et  al., 2010;  Mehta 

et  al., 2011) , m ient ras que nosot ros lo realizamos en un tubo que rest r inge 

bastante el movim iento de los animales. Realizamos esta variación en el 

ensayo debido a que cuando intentamos evaluar esto en la jaula, los 

ratones pasaban los 10 m inutos llevando adelante ot ros comportam ientos, 

como moverse, olfatear, explorar vert icalmente, etc, y no lográbamos 

verlos acicalándose (Depino et  al., 2011) . Las diferencias podrían no exist ir , 

o bien podría ser que con nuest ro diseño no logramos la sensibilidad que el 

ensayo requiere para poder ver esas diferencias. Para dist inguir ent re estas 

dos opciones, realizamos en ensayo de excavación, y tampoco observamos 

diferencias en el comportam iento repet it ivo, lo que refuerza la conclusión de 

que en este contexto genét ico no existe tal aumento.  

Por ot ra parte, extendimos la previa caracter ización del modelo al 

evaluar el comportam iento relacionado con la ansiedad y con la depresión. 

Los animales expuestos a VPA most raron un comportam iento relacionado 

con la ansiedad tanto al evaluar los ensayos de EPM y de OF de manera 

global, considerando todas las var iables (MANOVA) , como al evaluar las 

var iables ut ilizadas clásicamente para detectar comportam ientos 

relacionados con la ansiedad. Los ratones VPA600 exploraron menos los 

brazos abiertos del EPM, de acuerdo con los reportes previos en ratones 

CD1 (Kataoka et  al.,  2011)  y ratas Wistar (Schneider et  al., 2008) . En el 

OF, los ratones VPA600 most raron menor exploración pero no un 

comportam iento relacionado a la ansiedad clásico (por ejemplo, la reducción 
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en el t iempo que pasan en el cent ro o en las ent radas al cent ro) , un 

comportam iento que sí fue observado en ratones CD1 expuestos a VPA 

(Kataoka et  al., 2011, 2012) . Estas diferencias podrían deberse a 

diferencias técnicas (por ejemplo el t iempo ent re los ensayos fue solo de 1 

día en los experimentos reportados por Kataoka, por lo que el haber estado 

expuesto al EPM podría aumentar los niveles de ansiedad al día siguiente en 

el OF, m ient ras que nosot ros dejamos pasar una semana para m inim izar el 

efecto que puede tener un ensayo sobre el siguiente)  o bien podría deberse 

a diferencias ent re las cepas.  

Con respecto al comportam iento relacionado a la depresión, hasta 

donde sabemos, este es el pr imer reporte sobre la desesperanza (uno de las 

componentes de la depresión, junto a la anhedonia)  en el modelo de 

exposición prenatal al VPA. No encont ramos diferencias ent re los ratones 

VPA y CON en las pruebas de suspensión por la cola y natación forzada.   

Llamat ivamente, en el laborator io, el licenciado Campolongo, usando este 

m ismo modelo pero en la cepa exocriada CF1 observó un resultado 

cont rario:  los animales expuestos a VPA no most raron comportam ientos 

relacionados con la ansiedad pero sí con la depresión (datos aún no 

publicados) . Sabemos que los comportam ientos relacionados con la 

ansiedad y la depresión son de por sí altamente dependientes de la cepa en 

la que son evaluados (Griebel et  al.,  2000) . Esta dependencia del contexto 

genét ico podría explicar la diferencia en el efecto que t iene el VPA sobre 

estos comportam ientos en los dist intos t rabajos en los que lo evalúan. La 

var iabilidad en cuanto a la expresión de comportam ientos relacionados con 

la ansiedad o con la depresión que se observa en el modelo de VPA 

generado en dist intos contextos genét icos se encuent ra en línea con lo que 

se observa en las personas con DEA:  no son déficits pr incipales o que se 

presenten en todos los casos y, en el caso de manifestarse, no ocurren 

necesariamente juntos. En part icular, como mencionam os en la 

int roducción, la ansiedad es una de las alteraciones más comunes, sobre 

todo ent re los niños y en los adolescentes con DEA (Ghaziuddin et  al.,  

2002)  y ese es el com portam iento que observamos en esta tesis.  
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Los resultados obtenidos, puestos en el contexto de ot ros t rabajos, nos 

lleva a concluir que el modelo de exposición a VPA t iene validez aparente, 

ya que recapitula no solo las característ icas pr incipales del desorden, sino 

también algunos síntomas asociados. También podemos afirmar que t iene 

validez de const ructo;  esta validez viene dada por el diseño experimental 

usado, ya que el agente que genera el modelo es el m ismo que lo genera en 

la población humana. Por últ imo, recientes t rabajos muest ran que el modelo 

también t iene validez predict iva (Schneider et  al., 2006;  Woo y Leon, 

2013) :  Schneider most ró en un t rabajo que el enriquecim iento ambiental, 

incluyendo est imulación sensorial,  revierte la mayoría de las alteraciones 

observadas en las crías expuestas al VPA prenatalmente (Schneider et  al., 

2006) , m ient ras que Woo y Leon recientemente realizaron un ensayo clínico 

en el que exponían a los niños a ambientes enriquecidos con est ímulos 

sensomotores y observaron que los niños con DEA expuestos a este 

enriquecim iento tuvieron una mejoría en algunos de los síntomas 

manifestados (Woo y Leon, 2013) . 

Si consideramos que la hipótesis propuesta es que los procesos 

inflamator ios subyacen el desarrollo de los comportam ientos aut istas, los 

resultados obtenidos con este modelo nos perm iten seguir adelante en la 

puesta a prueba de esta hipótesis, en búsqueda de alteraciones del sistema 

inmune innato y su relación con los síntomas aquí observados. 

. 
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Capítulo I V-Resultados 
 

Alteraciones perifér icas y cent rales en la 

respuesta inflam atoria en el m odelo VPA. 
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I V.1 Punto de inicio 

 

En la int roducción mencionamos t rabajos que muest ran la ocurrencia 

frecuente de enfermedades crónicas inflamator ias y de respuestas 

anormales ante infecciones por parte de las células sanguíneas de personas 

con DEA (Jyonouchi et  al. , 2001;  Parracho et  al., 2005;  Hornig et  al. , 2008;  

Malik et  al., 2011;  Wang et  al.,  2011) . 

La pregunta que surge inmediatamente es ¿cuál es el rol que está 

jugando el sistema inmune y cuán importante resulta? Las alteraciones del 

sistema inmune que se observan en la perifer ia, ¿t ienen un correlato en el 

sistema nervioso cent ral? Algunos estudios muest ran la presencia de glia 

act ivada, neuroinflamación y expresión de citoquinas en el cerebro de 

pacientes con aut ism o (Pardo et  al.,  2005;  Vargas et  al.,  2005;  Casanova, 

2007) . El significado de estas observaciones no queda claro aún, pero 

sugiere una importante cont ribución de las células responsables de la 

inmunidad en el sistema nervioso cent ral a este desorden del 

neurodesarrollo.   

El objet ivo de este capítulo, por lo tanto, fue estudiar la ocurrencia en 

el modelo de VPA de alteraciones basales en el sistema inmune innato y en 

la respuesta inflamatoria, tanto a nivel perifér ico como cent ral.  

 

I V.2 Diseño Experimental 

 

Para alcanzar el objet ivo planteado, a los anim ales ut ilizados en el 

capítulo anter ior los sacrif icamos y les ext raj imos sangre, bazo, cerebelo, 

hipocampo y corteza, a fin de conocer los niveles de cort icosterona y el 

perfil de expresión de citoquinas ( f igura I I I .1) . Además, usamos una nueva 

cohorte de animales ( figura I V.1)  que perfundimos al alcanzar los 2 meses 

de edad y en los cuales estudiamos el estado de act ivación de la ast roglia y 

de la m icroglia en las m ismas 3 zonas del cerebro. 
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Figura IV.1: Diseño experimental usado en este capítulo. F1 generada com o en el 
capítulo anterior. I nyección el DG12.5. Destete y crecim iento hasta los 2 meses. Al m omento 
del sacrificio se anestesió a los anim ales y se los perfundió, ext rayendo cerebelo y cerebro 
que luego fueron usados para histología. DG0:  día gestacional 0. DG12.5:  día gestacional 
12.5. IHQ:  inm unohistoquím icas. 

 

I V.3 Efecto de un est ím ulo inflamatorio en la perifer ia 

IV.3.1 Sobre el perfil de expresión de citoquinas 

Existen var ios t rabajos en los que se estudia el pat rón de expresión de 

citoquinas en el suero o plasma de pacientes con DEA (Singh, 1996;  Singh 

et  al., 1998;  Singh et  al. , 2002;  Sweeten y Fuj inam i, 2004;  Zim merman et  

al., 2005;  Okada et  al., 2007;  Ashwood et  al., 2008;  Enst rom et  al., 2010) , 

y t res de estos en part icular han evaluado si los niveles de citoquinas están 

asociados con el comportam iento (Okada et  al.,  2007;  Ashwood et  al., 

2008;  Enst rom et  al.,  2010) .  

Con esto en mente, decidimos evaluar en nuest ro modelo tanto los 

niveles basales de dist intas citoquinas como la respuesta a un est ímulo 

inflamator io. Para esto, inyectamos lipopolisacár ido bacter iano (LPS)  o 

solución salina (SAL)  a los animales adultos de nuest ros t res grupos 

experimentales, generando así 6 grupos:  CON-Sal, VPA400-Sal, VPA600-

Sal, CON-LPS, VPA400-LPS y VPA600-LPS. El LPS es un conocido 

inflamógeno que const ituye la mayor porción de la membrana externa de 

las bacter ias gram-negat ivas. Su inyección en los mamíferos induce la 

liberación de citoquinas proinflamator ias y act iva al eje HPA. 
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A las dos horas de la inyección, evaluamos los niveles de expresión de 

las citoquinas. El LPS ocasionó un aumento en la expresión de I L-1┚, IL-6 y 

TNF-α en el bazo de todos los animales (efecto del tratamiento adulto: IL-

1┚, F(1,24)= 52.263, p< 0.001;  I L-6, F(1,24)= 145.781, p< 0.001;  TNF-α, 

F(1,24)= 79.046, p< 0.001)  y redujo la expresión de TGF-┚1 (F(1,24)= 10.600, 

p= 0.003)  ( f igura I V.2) . En el caso de I L-6 observamos una interacción 

significat iva ent re los t ratam ientos (F(2,24)= 8.008, p= 0.002) :  los animales 

VPA400 y VPA600 est imulados con LPS most raron mayores niveles de ARN 

mensajero para I L-6 en el bazo que los animales CON ( figura I V.2-B) . 

 

Figura IV.2. Efecto del VPA prenatal sobre la expresión de citoquinas en la periferia 
luego de un estímulo inflamatorio. En el bazo, el LPS aum entó la expresión de citoquinas 
pro- inflam atorias y redujo la expresión de la citoquina ant i- inflam atoria TGF-1. Todos los 
anim ales m ost raron un aum ento en los niveles de I L-1 (A) , I L-6 (B)  y  TNF- (C)  luego del 
est ím ulo inflam atorio de LPS. El aum ento de I L-6 se vio exacerbado en los anim ales 
expuestos a VPA. Tam bién se observó una dism inución general en los niveles de TGF-1 
luego del est ím ulo con LPS (D) . N =  4-6 por grupo. Prueba de Tukey:  * p< 0.05, * * p< 0.01, 
* * * p< 0.001 vs. el correspondiente grupo Sal;  #  p< 0.05, # # #  p< 0.001 vs. el grupo CON-
LPS. Se m uest ra la m edia  EE. 
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IV.3.2 Sobre el eje HPA 

Existen dist intos estudios que caracter izan la respuesta del eje HPA en 

niños y adultos con DEA y muest ran que los individuos aut istas t ienen una 

respuesta mayor del eje HPA ante un est ímulo est resante (Corbet t  et  al., 

2006;  Sprat t  et  al., 2012) . Como todo est ímulo inmunológico representa 

también un est ímulo est resante, además de medir la expresión de 

citoquinas decidimos medir en esos m ismos animales los niveles de 

cort icosterona a fin de evaluar la respuesta del eje HPA. El ANOVA de dos 

factores most ró una interacción significat iva ent re el t ratam iento prenatal y 

el adulto en los niveles de cort icosterona en plasma ( interacción:  

F(2,20)= 5.874, p= 0.009) . No se observaron diferencias en los niveles basales 

de cort icosterona ent re los animales expuestos a VPA y los anim ales 

cont rol. La inyección de LPS act ivó al eje HPA en todos los animales, pero 

esta act ivación se vio exacerbada en el grupo VPA600 ( figura I V.3) . 

  

 

I V.4 Efecto de un est ím ulo inflam atorio en el sistem a nervioso cent ral 

 

IV.4.1 Respuesta Molecular 

Analizamos el efecto de la exposición prenatal a VPA ( a part ir  de ahora 

lo llam aremos t ratam iento prenatal)  y de la est imulación con LPS en la 

adultez (a part ir  de ahora, t ratam iento adulto)  sobre la expresión de 

citoquinas en t res regiones del cerebro:  cerebelo, hipocampo y corteza. En 

Figura IV.3: Efecto del VPA 
prenatal sobre la respuesta del eje 
HPA luego de un estímulo 
inflamatorio. Todos los anim ales 
m ost raron un aum ento en los niveles 
de cort icosterona luego del est ím ulo 
inflam atorio de LPS. La respuesta del 
eje HPA de los anim ales VPA600 se vio 
exacerbada. N= 4-6 por grupo. Prueba 
de Tukey:  * * p< 0.01, * * * p< 0.001 vs. 
el correspondiente grupo Sal;  # #  
p< 0.01 vs. el grupo CON-LPS, + +  
p< 0.01 vs. el grupo VPA400-LPS. Se 
m uest ra la m edia  EE. 



Luciana Lucchina                                                    Capítulo I V-Resultados 

110 
 

estas regiones analizamos tanto la expresión basal (a 2 horas de la 

inyección de solución salina)  como la expresión luego de un est ímulo 

inflamator io (a 2 horas de la inyección de LPS) . En todos los casos 

analizamos los resultados por medio de un ANOVA de dos factores 

( t ratam iento prenatal y t ratam iento adulto)  seguido de una prueba de 

Tukey en el caso que el ANOVA fuese significat ivo. Solo mencionamos los 

efectos significat ivos. 

I V.4.1.1 Cerebelo 

En el cerebelo, la expresión de I L-1 most ró un efecto del t ratam iento 

adulto (F(1,23)= 7.300, p= 0.013) , part icularmente evidente en los ratones 

VPA600 ( figura I V.4-A) . Los niveles de expresión de I L-6 y la de TNF- 

presentaron perfiles sim ilares, most rando interacciones significat ivas ent re 

el t ratam iento prenatal y el t ratam iento adulto ( I L-6, F(2,23)=  16.044, 

p< 0.001;  TNF-, F(2,23)=  10.371, p< 0.001) :  los niveles de ARNm de I L-6 y 

TNF- fueron mayores en todos los grupos inyectados con LPS pero fueron 

aún mayores en los ratones VPA600 ( figura I V.4-B y C) . La expresión de 

TGF-1 en el cerebelo no fue afectada por el t ratam iento prenatal ni por el 

t ratam iento adulto ( f igura I V.4-D) . 

I V.4.1.2 Hipocampo 

En el hipocampo, la expresión de I L-1┚ e IL-6 most ró un efecto del 

t ratam iento adulto ( I L-1┚, F(1,24)= 9.431, p= 0.005;  I L-6, F(1,24)= 93.954,  

p< 0.001) :  los animales inyectados con LPS most raron un incremento en la 

expresión de estas citoquinas, efecto que fue más evidente para I L-6 ( figura 

I V.4-E y F) . La expresión de TNF- most ró un perfil diferente, donde la 

interacción ent re t ratam ientos fue significat iva (F(2,22)= 13.682, p< 0.001) :  

los animales del grupo cont rol most raron un incremento significat ivo del 

ARNm de TNF- en el hipocampo cuando fueron inyectados con LPS en la 

adultez, m ient ras que este efecto fue suavizado en los animales expuestos 

a VPA ( figura I V.4-G) . Para la citoquina ant i- inflam atoria TGF-1 

encont ramos un efecto general del t ratam iento prenatal (F(2,21)= 4.826, 

p= 0.019) , siendo los animales VPA600 los que expresan menores niveles de 

esta citoquina, independientemente del t ratam iento adulto ( f igura I V.4-H) . 
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I V.4.1.3 Corteza 

En la corteza, el análisis de la expresión de I L-1┚ most ró un efecto del 

t ratam iento adulto (F(1,24)= 9.287, p= 0.005) , part icularmente evidente en 

los ratones VPA600 est imulados con LPS, quienes muest ran mayor nivel de 

expresión de esta citoquina ( f igura I V.4- I ) . En cuanto a la expresión de I L-

6, detectamos una interacción significat iva ent re los t ratam ientos prenatal y  

adulto (F(1,24)= 9.508, p< 0.001) :  los ratones VPA600 mostraron una 

respuesta exacerbada ante el est ímulo inflamator io ( f igura I V.4-J) . La 

expresión de TNF- se vio afectada por el t ratam iento prenatal 

(F(2,24)= 3.471, p= 0.047)  y por el t ratam iento adulto (F(1,24)= 42.285, 

p< 0.001) . Los 3 grupos de animales most raron un aumento en la expresión 

de TNF-α luego de la est imulación con LPS ( figura I V.4-K) , aumento que 

alcanzó significancia estadíst ica en el grupo de animales CON y VPA600. En 

cont raposición a los anter iores resultados, la expresión de TGF-┚1 no fue 

afectada ni por el t ratam iento prenatal ni por el t ratam iento adulto ( f igura 

I V.4-L) . 
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Figura IV.4. Efecto de un estímulo de LPS periférico sobre la expresión de citoquinas en el 
cerebro de ratones expuestos prenatalmente a VPA. Los niveles de ARNm  de IL-1┚, IL-6, TNF-α y 
TGF-┚1 en el cerebelo, hipocam po y corteza son exam inados 2 h después de una est im ulación con LPS. Los 
valores obtenidos m ediante PCR en t iem po real son expresados com o porcentaje del CON-Sal. Se observó 
una tendencia en la expresión de I L-1┚ a aumentar en el cerebelo de los animales del grupo VPA600-LPS 
(A) , no se vio alterada en el hipocampo (E)  y aum entó significat ivam ente en la corteza de los anim ales 
VPA600 est im ulados con LPS (I) . El LPS indujo la expresión de I L-6 en las 3 regiones, aunque en el 
cerebelo (B)  y en la corteza (J)  los anim ales VPA600 m ost raron una expresión aún mayor. El LPS perifér ico 
tam bién indujo la expresión de TNF-α en las 3 regiones del cerebro, aunque esta inducción fue m ayor en el 
cerebelo de anim ales VPA600 (C) , m enor en el hipocam po de anim ales VPA400 y VPA600 (G) , e igual en la 
corteza de los 3 grupos (K) . No se observaron diferencias en la expresión de TGF-┚1 en las zonas 
analizadas (D, H y L) . N =  4-6 por grupo. Prueba de Tukey:  *  p < 0.05, * *  p < 0.01, * * *  p < 0.001 vs. el 
correspondiente grupo Sal;  # # #  p < 0.001 vs. el correspondiente grupo CON;  + + +  p < 0.001 vs. el 
correspondiente grupo VPA400. Se grafica la m edia  EE.  
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IV.4.2 Respuesta celular 

Para caracterizar la act ivación glial en nuest ro modelo analizamos el 

efecto del t ratam iento prenatal y del t ratam iento adulto sobre el estado de 

act ivación de la ast roglia y de la m icroglia en las m ismas t res regiones del 

cerebro:  el cerebelo, el hipocampo y la corteza. En un estudio prelim inar 

observamos diferencias cualitat ivas en la dist r ibución de células dent ro de 

cada región, diferencias en algunos casos tan grandes que podrían 

apantallar posibles diferencias debidas al t ratam iento. Para evitar esto, 

decidimos subdividir  cada región en áreas más pequeñas de modo de 

asegurarnos que cada zona estudiada tuviese una dist r ibución celular  

homogénea. Las áreas seleccionadas dent ro de cada región se muest ran en 

la figura I V.5. En todos los casos se llevaron a cabo análisis de ANOVA de 

dos factores ( t ratam iento prenatal y t ratam iento adulto)  seguidos de la 

prueba de Tukey. 

Para estudiar el estado de act ivación de la m icroglia analizamos la 

densidad celular y el tamaño del soma, m ient ras que para estudiar el 

estado de act ivación de la ast roglia analizamos el porcentaje de área 

marcada posit ivamente para GFAP. 

En Materiales y Métodos se detalla cada análisis (secciones I I .7.1 y 

I I .7.2 respect ivamente) , pero es necesario hacer aquí unas aclaraciones. En 

cuanto a la m icroglia, se han descripto clásicamente diferentes estadios de 

act ivación usando parámetros morfológicos:  la célula en estado de reposo o 

en condiciones fisiológicas t iene una est ructura ram ificada, con 

prolongaciones finas y largas y, en presencia de un est ímulo, se act iva, 

adoptando formas intermedias, más redondeadas y con prolongaciones más 

cortas y, f inalmente, el máximo estadio de act ivación lo const ituye un 

estado fagocít ico, en el cual la célula se observa redondeada, sin 

prolongaciones y resulta indist inguible de un macrófago (Kreutzberg, 1996) . 

A medida que avanzábamos en el análisis de este t ipo celular, no 

detectamos diferencias evidentes en la morfología ent re los dist intos grupos 

experimentales. Por esa razón medimos el tamaño del soma, ya que esta 

medida podría perm it irnos detectar cambios pequeños o sut iles en su 

morfología, de manera objet iva.  
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En cuanto a la ast roglia, la act ivación podría observarse tanto como un 

aumento en el número de células o bien como un engrosamiento de sus 

prolongaciones. Por esta razón fue que decidimos analizar el porcentaje de 

área marcada con GFAP, ya que este dato nos brinda información de 

cualquiera de las dos posibles var iables que nos indican act ivación. En todas 

las regiones, el análisis fue realizado sólo en la sustancia gr is.  

 

Figura IV.5. Áreas seleccionadas para la cuantificación de microglia y astroglia. En 
el cerebelo la m icroglia se cuant ificó en una sola área (A) , m ient ras que la ast roglia se 
cuant ificó en dos áreas:  CG y CM (B) . En el hipocam po la división en áreas fue la m isma 
tanto para m icroglia como ast roglia:  CA1, CM, CG y hilus (C) . En la cor teza las áreas 
tam bién fueron iguales para m icroglia y ast roglia:  corteza som atosensorial y m otora ( D) . 
CM, capa m olecular;  CG, capa granular.  
 

I V.4.2.1 Cerebelo 

En un corte histológico de cerebelo podemos dist inguir una capa 

externa de sustancia gr is y una región interna de sustancia blanca. En la 

capa de sustancia gr is, a su vez, podemos ident ificar una capa molecular y 

una capa de células granulares. Ent re ambas capas se sitúa la capa de 

somas de las células de Purkinje. 
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Al observar la microglia en el cerebelo, notamos una dist r ibución 

homogénea de estas células en las dist intas capas de la sustancia gr is, por 

lo que no delim itamos áreas para el análisis de la densidad en esta región. 

Observamos una interacción significat iva ent re el t ratam iento prenatal y el 

t ratam iento adulto (F(2,18)= 5.849, p= 0.011) :  a nivel basal los animales 

VPA600 most raron mayor densidad de células de la m icroglia que los 

animales CON. Por ot ra parte, los t res grupos inyectados con LPS most raron 

un aumento en la densidad independientemente del t ratam iento prenatal 

( figura I V.6-A) . Este efecto en la densidad de células no fue adit ivo:  al 

aumento observado en el grupo VPA600 no se le “sumó” el aumento 

ocasionado por el LPS. Sin embargo, el tamaño del soma sólo se vio 

afectado por el t ratam iento adulto (F(1,18)= 27.676, p< 0.001) :  el est ímulo de 

LPS causó un aumento significat ivo del tamaño del soma de la m icroglia en 

los animales VPA600 ( figura I V.6-B) . Se muest ran fotografías 

representat ivas en la figura I V-7. 

 

Figura IV.6. Los ratones expuestos a VPA mostraron un aumento en la activación 
de la microglia en el cerebelo. Los anim ales VPA m ost raron m ás células de la m icroglia en 
el cerebelo (A)  y estas células m uest ran una m orfología m ás act ivada luego de la 
est im ulación con LPS (B) . N =  3-4 por grupo. Prueba de Tukey:  * * p<  0.01 vs. el 
correspondiente grupo Sal;  #  p<  0.05 vs. el correspondiente grupo CON. Se grafica la  
m edia  EE. 
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Figura IV.7. Inmunohistoquímica para visualizar células de la microglia (CD11b-
positivas) en el cerebelo. Las fotos m ost radas son representat ivas de cada grupo (barra 
de escala: 100 ┢m). Grupo CON-Sal (A) . Grupo VPA400-Sal (B) . Grupo VPA600-Sal (C) . 
Grupo CON-LPS (D) . Grupo VPA400-LPS (E) . Grupo VPA600-LPS (F) .  

 

Con respecto a la astroglia, en el cerebelo las células GFAP-posit ivas 

muest ran una dist r ibución muy característ ica:  los cuerpos celulares de la 

ast roglia de la capa molecular ( llamada glia de Bergmann)  están ubicados 

ent re los cuerpos celulares de las células de Purkinje, proyectando sus 

prolongaciones a t ravés de la capa molecular formando una empalizada, 

m ient ras que en la capa granular se encuent ran dispersas de manera 

aleator ia. Fue por eso que delim itamos en esta región dos áreas:  la capa 

molecular ( incluyendo en ella a los cuerpos celulares de las células gliales 

de Bergmann)  y la capa granular (Figura I V.4) .  

En la capa molecular, observamos un efecto del t ratam iento adulto en 

el porcentaje del área GFAP-posit iva (F(1,17)= 7.815, p= 0.012) , debido a una 

dism inución general de esta área en los animales inyectados con LPS ( figura 

I V.8-A) .   
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Figura IV.8. Los ratones expuestos a VPA mostraron un aumento en la activación 
astroglial en el cerebelo. No hay diferencias en el porcentaje de área GFAP+  en la capa 
m olecular (A)  o en la capa granular (B)  del cerebelo. Cuando el análisis se circunscribe al 
lobulillo VI I , no se observan diferencias en la capa m olecular (C)  pero sí en la capa granular 
(D) . Los anim ales expuestos a VPA m uest ran un aum ento en el área m arcada, aum ento 
significat ivo en el caso de los anim ales no est im ulados. N =  3-4 por grupo. Prueba de Tukey:  
#  p<  0.05 vs. el correspondiente grupo CON. Se grafica la m edia  EE. 
 

En la capa granular ninguno de los t ratam ientos afectó el porcentaje 

de área GFAP-posit iva ( figura I V.8-B) . Decidimos evaluar específicamente el 

lobulillo VI I , el cual se ha relacionado con la modulación en los niveles de 

sociabilidad (ver capítulo V) . En la capa molecular del lobulillo VI I  no 

observamos ningún efecto de los t ratam ientos ( figura I V.8-C) , m ient ras que 

el análisis en la capa granular most ró una interacción significat iva ent re el 

t ratam iento prenatal y el t ratam iento adulto (F(2,17)= 8.747, p= 0.002) , 

consecuencia de un aumento del porcentaje de área marcada con GFAP en 

animales expuestos prenatalmente a VPA ( figura I V.8-D) . Se muest ran 

imágenes representat ivas en la figura I V.9. Cabe mencionar que no 

observamos diferencias en los porcentajes de área GFAP-posit iva en 

ninguno de los ot ros lobulillos.  
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Figura IV.9. Inmunohistoquímica para visualizar células astrogliales (GFAP-
positivas) en el cerebelo. Las fotos m ost radas son representat ivas de cada grupo (barra 
de escala: 100 ┢m). Grupo CON-Sal (A) . Grupo VPA400-Sal (B) . Grupo VPA600-Sal (C) . 
Grupo CON-LPS (D) . Grupo VPA400-LPS (E) . Grupo VPA600-LPS (F) .  

 

 

I V.4.2.2 Hipocampo 

En el hipocampo decidimos analizar tanto el giro dentado (GD)  como la 

zona CA1. En el GD existen 3 áreas que se dist inguen muy bien, y cada una 

de ellas t iene una dist r ibución celular característ ica:  la capa molecular (CM) , 

la capa de células granulares (CG)  y el hilus ( figura I V.4-C) . En la capa CA1 

la dist r ibución es homogénea. 

Al analizar la microglia,  la cuant ificación estereológica de la capa 

molecular del GD most ró un efecto sobre la densidad celular tanto del 

t ratam iento prenatal (F(2,15)= 4.032, p= 0.040)  como del t ratam iento adulto 

(F(1,15)= 8.331, p= 0.011) . La densidad de células de la m icroglia en esta 

región fue mayor en los ratones VPA600 que habían sido est im ulados con 

LPS, que en los ratones CON ( figura I V.10-A) . En la figura I V.11 se 
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muest ran inmunohistoquím icas representat ivas de esta región, realizadas 

ut ilizando un ant icuerpo ant i CD11b.  

 

Figura IV.10. Los ratones expuestos a VPA mostraron un aumento en la activación 
de la microglia en el hipocampo. El análisis de células de la m icroglia (CD11b-posit ivas)  
m ost ró un aum ento en la densidad de estas células en el giro dentado (GD)  (A-C)  y en CA1 
(D)  del hipocam po en anim ales expuestos a VPA y est imulados con LPS en la adultez. N= 3 -4 
por grupo. Prueba de Tukey:  *  p< 0.05 vs. el correspondiente grupo Sal;  #  p< 0.05, # # #  
p< 0.001 vs. el correspondiente grupo CON;  +  p< 0.05 vs. el correspondiente grupo VPA400. 
Se grafica la m edia  EE. 

 

En la capa de células granulares del GD observamos un efecto del 

t ratam iento adulto sobre la densidad de células de la m icroglia 

(F(1,15)= 7.277, p= 0.017) :  los ratones VPA600 inyectados con LPS most raron 

una tendencia a un mayor número de células de la m icroglia en 

comparación con ratones VPA600 inyectados con solución salina (p= 0.051;  

figura I V.10-B) . En la figura I V.12 se muest ran inmunohistoquím icas 

representat ivas de esta región, realizadas ut ilizando un ant icuerpo ant i 

CD11b. 



Luciana Lucchina                                                    Capítulo I V-Resultados 

120 
 

 

Figura IV.11. Inmunohistoquímica para visualizar las células de la microglia 
(CD11b-positivas) en la capa molecular del giro dentado del hipocampo. Las fotos 
mostradas son representativas de cada grupo (barra de escala: 20 ┢m).  Grupo CON-SAL (A) . 
Grupo VPA400-SAL (B) . Grupo VPA600-SAL (C) .  Grupo CON-LPS (D) . Grupo VPA400-LPS 
(E) . Grupo VPA600-LPS (F) . 
 
 

 

Figura IV.12. Inmunohistoquímica para visualizar las células de la microglia 
(CD11b-positivas) en la capa granular del giro dentado del hipocampo. La capa 
granular es la franja ubicada cent ralm ente en la imagen (CG) . Las fotos m ost radas son 
representativas de cada grupo (barra de escala: 20 ┢m). Grupo CON-SAL (A) . Grupo 
VPA400-SAL (B) . Grupo VPA600-SAL (C) . Grupo CON-LPS (D) . Grupo VPA400-LPS (E) . 
Grupo VPA600-LPS (F) .  

CG CG 
CG 

CG 
CG 

CG 
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En el hilus, el análisis de la m icroglia most ró efecto tanto del 

t ratam iento prenatal (F(2,15)= 6.879, p= 0.008)  como del t ratam iento adulto 

(F(1,15)= 7.720, p= 0.014) :  sólo los ratones VPA600 most raron un aumento 

de la densidad de células de la m icroglia luego del est ímulo con LPS ( figura 

I V.9-C) . En la figura I V.13 se muest ran inmunohistoquím icas 

representat ivas de esta región, realizadas ut ilizando un ant icuerpo ant i 

CD11b.  

En la zona CA1 del hipocampo, la densidad de células de la m icroglia 

se vio afectada tanto por el t ratam iento prenatal (F(2,15)= 22.135, p< 0.001)  

como por el t ratam iento adulto (F(1,15)=  18.650, p< 0.001) . Los animales 

VPA600 most raron una mayor densidad de células de la m icroglia en esta 

región. Además, la inyección de LPS resultó en un aumento en la densidad 

de estas células en el grupo VPA600, y no en los ot ros grupos ( figura I V.10-

D) . En la figura I V.14 se muest ran inmunohistoquím icas representat ivas de 

esta región, realizadas ut ilizando un ant icuerpo ant i CD11b.  

 

 
 

Figura IV.13. Inmunohistoquímica para visualizar las células de la microglia (CD11b-
positivas) en el hilus del giro dentado del hipocampo. Las fotos m ost radas son 
representativas de cada grupo (barra de escala: 20 ┢m). Grupo CON-SAL (A) .  Grupo VPA400-SAL 
(B) . Grupo VPA600-SAL (C) . Grupo CON-LPS (D) . Grupo VPA400-LPS (E) .  Grupo VPA600-LPS (F) .  
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Figura IV.14. Inmunohistoquímica para visualizar las células de la microglia 
(CD11b-positivas) en la capa CA1 del hipocampo. Las fotos m ost radas son 
representat ivas de cada grupo (barra de escala: 20 ┢m). Grupo CON-Sal (A) . Grupo VPA400-
Sal (B) . Grupo VPA600-Sal (C) . Grupo CON-LPS (D) . Grupo VPA400-LPS (E) . Grupo VPA600-
LPS (F) .  

 

Cuando analizamos el tamaño del soma de las células de la m icroglia 

presentes en el hipocampo, observamos que tanto el t ratam iento prenatal 

(F(2,15)= 12.308, p< 0.001)  como el t ratam iento adulto (F(1,15)= 45.456, 

p< 0.001)  afectan dicha var iable.  La exposición prenatal a 400 mg/ kg de 

VPA y el est ímulo de LPS en adultos aumentan el tamaño del cuerpo celular 

de las células de la m icroglia ( f igura I V.15) , sugir iendo que este est ímulo 

lleva a las células a un estado más act ivado. 

 
 

Figura IV.15. Efecto de la 
exposición al VPA en el tamaño 
de la microglia en el hipocampo. 
El análisis de células de la m icroglia 
(CD11b-posit ivas)  m ost ró un 
aum ento en el tam año del som a de 
estas células luego de la inyección 
con LPS. N= 3-4 por grupo. Prueba de 
Tukey:  *  p< 0.05, * *  p< 0.01 vs. el 
correspondiente grupo Sal;  #  p< 0.05 
vs. el correspondiente grupo CON. Se 
grafica la m edia  EE. 
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Con respecto a la astroglia, el área ocupada por este t ipo celular en la 

capa molecular fue afectada por el t ratam iento prenatal (F(2,18)= 4.689, 

p= 0.023)  y adulto (F(1,18)= 10.889, p= 0.004) :  observamos un aumento 

general del área ocupada por ast rocitos en anim ales est imulados con LPS 

( figura I V.17-A) .  

En la capa de células granulares del giro dentado observamos un 

efecto tanto del t ratam iento prenatal (F(2,18)= 3.599, p= 0.048)  como del 

t ratam iento adulto (F(1,18)= 29.712, p< 0.001)  en el porcentaje de área 

GFAP-posit iva:  en los ratones VPA400 y VPA600 el est ímulo con LPS 

aumentó el área ocupada por ast rocitos, algo que no se observó en los 

ratones CON ( figura I V.17-B) . 

En el hilus el área ocupada por ast rocitos fue sólo afectada por el 

t ratam iento adulto (F(1,18)= 21.337, p< 0.001) . Hubo un aumento general del 

área GFAP-posit iva luego de la inyección de LPS, la cual fue 

estadíst icamente significat iva en el grupo VPA400 ( figura I V.17-C) . 

 

Figura IV.16. Inmunohistoquímica para visualizar las células astrogliales (GFAP-
positivas) en el giro dentado del hipocampo. Las fotos most radas son representat ivas de 
cada grupo (barra de escala: 50 ┢m). Grupo CON-Sal (A) . Grupo VPA400-Sal (B) . Grupo 
VPA600-Sal (C) . Grupo CON-LPS (D) .  Grupo VPA400-LPS (E) .  Grupo VPA600-LPS (F) .  
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En la figura I V.16 se muest ran inmunohistoquím icas representat ivas 

de las t res áreas del giro dentado, realizadas ut ilizando un ant icuerpo ant i 

GFAP. 

 

 

Figura IV.17. Los ratones expuestos a VPA mostraron un aumento en la activación 
de la astroglia en el hipocampo. El análisis del porcentaje de área GFAP-posit iva en el GD 
(A-C)  y en CA1 (D)  m ost ró que la ast roglía está menos afectada en el hipocam po.  N= 3-4 
por grupo. Prueba de Tukey:  *  p< 0.05, * *  p< 0.01 vs. el correspondiente grupo Sal;  # #  
p< 0.01 vs. el correspondiente grupo CON. Se grafica la m edia  EE. 
 

 

En CA1, el porcentaje del área GFAP-posit iva se vio afectado por el 

t ratam iento adulto (F(1,18)= 16.897, p< 0.001) , observándose también una 

interacción ent re los t ratam ientos prenatal y adulto (F(2,18)= 7.407, 

p= 0.004) . Los ratones del grupo cont rol most raron un incremento del área 

GFAP-posit iva luego de la inyección de LPS en la adultez, pero en los 

animales VPA400 y VPA600 este efecto no fue observado ( figura I V.17-D) . 

En la figura I V.18 se muest ran inmunohistoquím icas representat ivas de esta 

región, realizadas ut ilizando un ant icuerpo ant i GFAP. 
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Figura IV.18. Inmunohistoquímica para visualizar las células astrogliales (GFAP-
positivas) en la capa CA1 del hipocampo. Las fotos m ost radas son representat ivas de 
cada grupo (barra de escala: 50 ┢m). Grupo CON-Sal (A) . Grupo VPA400-Sal (B) . Grupo 
VPA600-Sal (C) . Grupo CON-LPS (D) .  Grupo VPA400-LPS (E) .  Grupo VPA600-LPS (F) .  
 
 

I V.4.2.3 Corteza 

En la corteza analizamos dos áreas diferentes:  un área que comprende 

parte de la corteza motora primar ia y secundaria, y ot ra área que 

comprende parte de la corteza somatosensorial  ( f igura I V.4-D) .  

En la corteza motora observamos un efecto del t ratam iento adulto en 

la densidad de células de la m icroglia (F(1,16)= 11.191, p= 0.004) , luego del 

est ímulo de LPS los animales most raron un aumento general de estas 

células. Sin embargo, no se detectaron diferencias significat ivas ent re los 

grupos cuando hicimos la prueba de Tukey ( figura I V.19-A) . Ni el 

t ratam iento prenatal ni el postnatal afectaron el porcentaje de área ocupada 

por la ast roglia en esta región ( f igura I V.19-B) .  

En la corteza somatosensorial la densidad de células de la m icroglia 

fue afectada tanto por el t ratam iento prenatal (F(2,16)=  4.587, p= 0.027)  

como por el t ratam iento adulto (F(1,16)= 12.834, p= 0.002) . Estos resultados 

corresponden al análisis global, pero al comparar los 6 grupos no 
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encont ramos diferencias ent re ellos ( f igura I V.19-C) . Al analizar el 

porcentaje de área ocupada por la ast roglia, observamos una interacción 

ent re el t ratam iento prenatal y el adulto (F(2,17)= 7.147, p= 0.006) :  en el 

grupo de animales no est imulados, los animales VPA muest ran una mayor 

área GFAP posit iva, significat ivamente aumentada en el grupo VPA400. En 

cambio, sólo el grupo CON es afectado por el est ímulo de LPS. Este 

aumento sólo del grupo cont rol podría indicar que los demás grupos ya han 

alcanzado un techo, que no es posible aumentar con el est ímulo adulto 

( figura I V.19-D) . 

 

Figure IV.19. Los ratones expuestos a VPA mostraron pequeñas diferencias en la 
activación glial en la corteza. El análisis estereológico de la m icroglia en la cort eza motora 
(A)  y en la corteza som atosensorial (C)  m ost ró un efecto general de los t ratam ientos pero 
no diferencias significat ivas ent re los grupos. El porcentaje de área GFAP-posit iva en la 
corteza m otora (B)  y en la corteza som atosensorial (D)  no se vio m odificado por el 
t ratam iento. N= 3-4 por grupo. Prueba de Tukey: *  p <  0.05 vs. el correspondiente grupo 
Sal;  # #  p <  0.01 vs. el correspondiente grupo CON.Se grafica la m edia ±  EE. 

 

Finalmente, el tamaño de los somas celulares de la m icroglia en la 

corteza se vio afectado por el t ratam iento adulto, se observó un aumento 
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general en el tamaño en los grupos est imulados con LPS (F(1,16)= 20.251, 

p< 0.001) , aumento que muest ra ser estadíst icamente significat ivo para el 

grupo de animales CON ( figura I V.20) . 

       

 

IV.4.3 Comunicación periferia-SNC central 

A part ir  de los resultados obtenidos podemos decir, en líneas 

generales, que las m ayores diferencias en el SNC en nuest ro modelo las 

observamos luego de un est ímulo inflamatorio perifér ico, efecto que 

interpretamos como una respuesta exacerbada al LPS. Este aumento en la 

respuesta de los animales expuestos a VPA a nivel cent ral podría generarse 

de dos maneras. O bien los componentes encargados de comunicar la 

respuesta inmune estarían, por alguna razón, más suscept ibles de ser 

act ivados, o bien esos componentes ya estarían act ivados y, ante un 

est ímulo, se act ivarían aún más, causando la respuesta exacerbada. 

Obviamente, estas dos opciones no son excluyentes y podrían darse de 

manera conjunta, potenciando aun más la respuesta a nivel cent ral.  

La información sobre una infección en la perifer ia es t ransm it ida al 

SNC por diversos mecanismos. Las infecciones int raperitoneales 

clásicamente act ivan una vía visceral-sensorial que involucra pr incipalmente 

al nervio vago y generan act iv idad neuronal en dist intos núcleos en el 

cerebro. Una manera de saber si una neurona está act ivada es observando 

la expresión de proteínas que son factores de t ranscripción tempranos, por 

ejemplo la proteína c- fos (Gaykema et  al. , 1998;  Konsman et  al., 1999) . 

Figura IV.20. Efecto de la 
exposición al VPA en el 
tamaño de la microglia en la 
corteza. El análisis de células de 
la m icroglia (CD11b-posit ivas)  
m ost ró que la est im ulación con 
LPS causó un aum ento en el 
tam año del som a de estas 
células, m ost rando que este 
est ím ulo act iva la m icroglia. N= 3-
4 por grupo. Prueba de Tukey:  
* p< 0.05 vs. el correspondiente 
grupo Sal. Se grafica la m edia  
EE. 
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Luego de una infección int raper itoneal se ha visto un aumento en la 

expresión de c- fos en dist intos núcleos, siendo el núcleo del t racto solitar io 

(NTS)  el núcleo de ent rada. La act ivación de estas zonas en un t iempo 

adecuado lleva a ajustes en la homeostasis que le perm iten al individuo 

luchar cont ra la infección de la mejor manera posible. Con el objet ivo de 

evaluar la comunicación perifer ia-SNC, decidimos realizar una 

inmunohistoquím ica ant i c- fos a las dos horas del t ratam iento adulto, 

estudiando la expresión de esta proteína en el NTS. 

El análisis considerando t ratam iento prenatal y t ratam iento adulto 

most ró solo efecto del t ratam iento adulto (F(1; 18)= 20.625;  p= 0.0002) . Sin 

embargo, si analizamos los resultados arrojados por la prueba de Tukey, 

vemos que la única diferencia ent re grupos que alcanza significancia 

estadíst ica es un aumento en el número de células que expresan c- fos en el 

grupo VPA600-LPS, con respecto al grupo expuesto VPA600-Sal ( figura 

I V.21-A) , lo que sugiere una mayor capacidad de respuesta por parte del 

grupo VPA600. Desde el NTS la información se dist r ibuye hacia dist intos 

núcleos. El más cercano es el núcleo parabraquial (PB) , y decidimos evaluar 

este núcleo para ver si la respuesta se mantenía. El ANOVA nos muest ra, 

como en el caso anterior, un efecto del t ratam iento adulto (F(1; 18)= 19.551;  

p= 0.0003) , pero a diferencia de lo observado en el NTS, la prueba de Tukey 

nos muest ra un aumento estadíst icamente significat ivo en los grupos CON-

LPS y VPA400-LPS, respecto a sus cont roles inyectados con Sal ( figura 

I V.21-B) . No observamos diferencias ent re los grupos VPA600-Sal y 

VPA600-LPS, y eso se debe a que el grupo VPA600-Sal muest ra un alto 

número de células que expresan c- fos. Este resultado, sugiere que el grupo 

VPA600 t iene una act ivación del núcleo PB a nivel basal.  

Estos resultados nos muest ran al menos dos situaciones posibles:  un 

aumento en la capacidad de responder ante un est ímulo perifér ico y un 

estado pre-act ivado en condiciones basales, que podría ser parte de los 

síntomas que se observan en ausencia del est ímulo. 
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Figure IV.21. Los ratones expuestos a VPA mostraron diferencias en la expresión 
de c-fos en el NTS y en el PB. El análisis del núm ero de células que expresan c- fos en el 
NTS (A)  y en el PB (B)  m ost ró un efecto del t ratam iento adulto.  N, se m uest ra en cada 
barra. Prueba de Tukey:  *  p< 0.05 vs. el correspondiente grupo Sal.. Se grafica la m edia ±  
EE. NTS:  núcleo del t racto solitar io. PB:  núcleo parabraquial. 

 

 

I V.5 Conclusiones 

 

Por un lado, nosot ros postulamos que la disfunción inmune sería el 

denominador común de las alteraciones observadas en el comportam iento. 

Por ot ro lado, el modelo de exposición al VPA en la F1 generada most ró las 

alteraciones comportamentales esperadas para un modelo de aut ismo. En 

esta línea de pensamiento, el paso siguiente era invest igar si los animales 

expuestos a VPA prenatalmente most raban una disfunción en el sistema 

inmune. 

En un pr imer intento de evaluar el efecto del VPA prenatal sobre la 

respuesta inflamator ia, analizamos la expresión de citoquinas pro-

inflamator ias en el bazo, un órgano linfoide importante. Se ha demost rado 

que niveles plasmát icos elevados de I L-1, I L-6, I L-8 e I L-12p40 están 

asociados con comportam ientos estereot ipados más severos en pacientes 

con DEA (Ashwood et  al.,  2010) . En cont raposición, ot ros estudios muest ran 

niveles normales de I L-6 y TNF- en personas con este desorden 

(Croonenberghs et  al., 2002) . En nuest ro modelo de ratón no pudimos 

detectar diferencias en los niveles basales de expresión de I L-1, I L-6 o 



Luciana Lucchina                                                    Capítulo I V-Resultados 

130 
 

TNF-. La est imulación inflamator ia con 25 µg/ kg de LPS resultó en un 

aumento de la expresión de I L-1, I L-6 y TNF- en el bazo 2 hs luego de la 

inyección en los anim ales cont roles, resultado esperado de acuerdo con un 

reporte previo que most raba que la expresión de estas citoquinas en el bazo 

aumentan 2 hs luego de la inyección de LPS (Pitossi et  al. , 1997) . 

Curiosamente, la expresión de I L-6 luego de la est imulación con LPS most ró 

niveles significat ivam ente mayores de expresión en animales expuestos 

prenatalmente a VPA con respecto a los animales cont rol.  Estos resultados 

muest ran sim ilitud en térm inos generales con los reportes de act iv idad 

inmune innata en pacientes con DEA. Por ejemplo, se vio que m onocitos de 

sangre perifér ica obtenidos de niños con DEA producen mayores niveles de 

citoquinas proinflamatorias al ser est imulados con los ligandos específicos 

de dist intos receptores Toll:  aumentan los niveles de I L-1 , I L-6 y TNF- al 

ser est imulados con LTA (que act iva a los receptores Toll t ipo 2) , y 

aumentan los niveles de I L-1 al ser est imulados con LPS (que act iva a los 

receptores Toll t ipo 4) , en relación a la respuesta de células obtenidas de 

niños cont rol de edades sim ilares (Enst rom et  al.,  2010) . Resta por 

invest igar si en este modelo en ratón también se observan pat rones de 

respuesta diferentes a dist intos est ímulos inflamator ios. 

También vimos que los animales adultos expuestos prenatalm ente a 

VPA, muest ran niveles plasmát icos de cort icosterona normales. Esto está de 

acuerdo con diferentes estudios clínicos que muest ran niveles normales de 

cort isol en niños y adultos con DEA (Corbet t  et  al., 2006;  Sprat t  et  al. , 

2012) . Sin embargo, el aumento de la concent ración normal de esta 

hormona frente a un est ímulo inflamator io resulta significat ivam ente mayor 

en animales VPA600, con respecto a los grupos CON y VPA400, lo que 

evidencia una hiperreact iv idad del eje HPA. Diferentes estudios dir igidos a 

caracterizar la respuesta HPA en niños y adultos con DEA muest ran que los 

individuos con aut ismo t ienen una respuesta elevada del eje HPA frente a 

est resores sociales y ambientales (Corbet t  et  al., 2006;  Sprat t  et  al.,  2012) . 

Si bien esos estudios podían ser cr it icados, ya que el propio est ímulo 

est resante ( la exposición a un ambiente nuevo o la interacción con un 

individuo desconocido)  podría tener dist into valor en individuos con DEA que 

en los individuos cont roles, la respuesta que vemos nosot ros ante un 
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agente inflamator io es sim ilar y, al no representar un est ímulo social o de 

novedad, sugiere que la respuesta exacerbada del eje HPA podría 

representar de hecho un síntoma del DEA. 

Por ot ra parte, las citoquinas pro- inflam atorias I L-1, I L-6 y TNF- son 

de especial interés en el estudio de las cont ribuciones neuroinmunológicas 

en t rastornos psiquiát r icos, ya que no sólo actúan localmente sino que 

también pueden aumentar la respuesta neuroinflamator ia y afectar el 

funcionam iento del cerebro. A fin de caracterizar mejor el estado 

inflamator io cent ral basal y la respuesta a un est ímulo perifér ico, 

analizamos la expresión de las citoquinas pro- inflamator ias I L-1, I L-6 y 

TNF-, y de la citoquina ant i- inflamator ia TGF-1, en t res regiones del 

cerebro relevantes para el aut ismo:  cerebelo, hipocampo y corteza. En línea 

con lo observado para la per ifer ia, no encontramos diferencias ent re los 

grupos a nivel basal en cuanto a la expresión de las citoquinas analizadas. 

Sorprendentemente, encont ramos diferentes pat rones de expresión luego 

del est ímulo inflamatorio para cada una de las citoquinas analizadas. La 

expresión de I L-1 most ró una tendencia a aumentar en el cerebelo y un 

aumento significat ivo en la corteza de ratones VPA600 expuestos a LPS. La 

expresión de I L-6 aumentó en las 3 regiones luego del LPS tanto en los 

animales CON, VPA400 y VPA600, pero este aumento fue significat ivamente 

mayor en el cerebelo y en la corteza de los ratones VPA600. Con respecto a 

la expresión de TNF-, ésta también se vio aumentada después de la 

inyección de LPS en las 3 regiones del cerebro, aunque el comportam iento 

fue dist into en cada región:  en el cerebelo, el aumento después del est ímulo 

fue significat ivamente mayor en los animales VPA600;  en hipocampo, los 

animales VPA400 y VPA600 most raron un aumento menor que los animales 

CON;  y en corteza, los 3 grupos most raron un aumento sim ilar en la 

expresión de esta citoquina. Por últ imo, no observamos cambios en los 

niveles de expresión de TGF-1 en ningún grupo experimental. Previamente 

en el laboratorio hemos demost rado un efecto diferencial de TGF-1 en 

comportam ientos relacionados con el aut ismo, dependiendo de si esta 

citoquina se sobreexpresa en el hipocam po joven o adulto (Depino et  al., 

2011) . En línea con esto, sería relevante a futuro evaluar si en este modelo 



Luciana Lucchina                                                    Capítulo I V-Resultados 

132 
 

la expresión de esta citoquina ( junto con ot ras)  se encuentra alterada 

postnatalmente, y si un estado neuroinflamator io temprano también 

cont ribuye a las alteraciones en el comportam iento observadas en este 

modelo. 

Las diferencias observadas en la expresión de citoquinas ent re las 

dist intas zonas del cerebro t ras la est imulación con LPS podrían explicarse 

por el hecho de haber tomado un solo punto temporal después de la 

inyección. Un estudio previo ha demost rado que los niveles de ARNm de I L-

1, I L-6 y TNF- t ienen diferentes curvas de expresión en diferentes 

regiones del cerebro (Pitossi et  al. , 1997) . A pesar de esto, podemos 

observar una clara respuesta exacerbada en la expresión de citoquinas en el 

cerebelo y, en menor medida, en la corteza. 

Para seguir caracter izando la respuesta inflamatoria cent ral, decidimos 

evaluar el efecto de la exposición prenatal al VPA sobre las células gliales 

tanto a nivel basal como después de un est ímulo inflamator io perifér ico. 

Para alcanzar ese objet ivo, analizamos la densidad de células de la 

m icroglia y el porcentaje de área ocupada por células de la ast roglia en las 

m ismas t res regiones mencionadas anteriormente. El VPA causó un 

aumento en la densidad de las células de la m icroglia en el cerebelo y en la 

región CA1 del hipocampo. Hasta donde sabemos, esta es la pr imera 

evidencia de un efecto a largo plazo del VPA sobre las células de la 

m icroglia. Una posible explicación sería que la exposición prenatal a VPA 

podría estar alterando la proliferación de las células de la m icroglia y/ o 

favoreciendo la m igración de los monocitos circulantes hacia el parénquima 

cerebral en estas regiones. Alternat ivamente, el aumento que observamos 

en la adultez podría deberse a un mecanismo de compensación disparado 

por una dism inución de células de la m icroglia en la etapa prenatal,  en 

número, en funcionalidad o en ambas. En línea con esta hipótesis, estudios 

in vitro indican que el VPA promueve la proliferación de ast rocitos e inhibe 

la act ivación de m icroglia y de macrófagos, induciendo además apoptosis de 

la m icroglia (Peng et  al.,  2005;  Dragunow et  al.,  2006) . En el laborator io 

estamos invest igando qué ocurre en cuanto a la neuroinflamación a edades 
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tempranas para poder discernir cuál de los dos escenarios es el que está 

causando el aumento de m icroglia en la adultez. 

Además quisimos ver si la respuesta inflamatoria evidenciada por la 

alteración del perfil de expresión de citoquinas después de una inyección de 

LPS tanto en la perifer ia como en el SNC tenía algún correlato en la 

respuesta de las células gliales. Por un lado, en el cerebelo el LPS causó un 

aumento en la densidad de células de la m icroglia en ratones CON a niveles 

sim ilares a los de los ratones VPA600 no est imulados. Sin embargo, la falta 

de detección de una respuesta exacerbada en ratones VPA600 en esta 

región podría deberse a un efecto techo, ya que en ninguna situación 

observamos una mayor densidad de m icroglia. Sin embargo, el aumento en 

el tamaño de los somas de estas células en el cerebelo de ratones VPA600 

sugiere una mayor act ivación de la m icroglia luego del est ímulo de LPS. En 

el hipocampo, encontramos más m icroglia en la capa molecular y en el hilus 

del giro dentado y en la región CA1 en ratones VPA600 que en ratones CON, 

luego del est ímulo de LPS, lo que sugiere nuevamente una respuesta 

exacerbada. Por ot ra parte, v imos que el t ratam iento adulto tuvo un efecto 

sobre el tamaño de los somas de la m icroglia en las 3 regiones analizadas, 

sugir iendo cierto grado de act ivación de estas células luego de un est ímulo 

inflamator io perifér ico, en línea con lo reportado previamente (Graciarena et  

al., 2013) . El área ocupada por los ast rocitos, por ot ro lado, no most ró el 

pat rón claro de act ivación esperado en función de los resultados obtenidos 

en cuanto a la expresión de citoquinas. El resultado más relevante es el 

aumento en el área ocupada por los ast rocitos en la capa de células 

granulares del lóbulo VI I  en los ratones VPA400 y VPA600. Trabajos previos 

han vinculado las alteraciones en el desarrollo normal de este lóbulo con la 

reducción de la sociabilidad en el ratón (DeLorey et  al., 2008;  Shi et  al. , 

2009) . 

Los resultados de este capítulo están de acuerdo con dist intos análisis 

post-mortem que muest ran act ivación tanto de la m icroglia (Vargas et  al.,  

2005;  Morgan et  al.,  2010)  como de la ast roglia (Vargas et  al., 2005)  en 

dist intas regiones del cerebro aut ista, y apoyan a la exposición prenatal de 

ratones a VPA como un modelo valioso para evaluar el desarrollo de la 
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act ivación glial y su cont ribución a las alteraciones comportamentales 

observadas en DEA. Además, las alteraciones en la respuesta inflamator ia 

perifér ica sugieren que las alteraciones sim ilares observadas en los 

pacientes con DEA podrían representar endofenot ipos o síntomas relevantes 

al desorden. Los resultados de esta tesis le agregan entonces valor al 

modelo de VPA como una herram ienta út il para evaluar los mecanismos 

mediante los cuales la respuesta inmune y la conducta pueden modularse 

en el contexto del DEA. 
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Capítulo V-  Resultados 
 

Relaciones ent re el fenot ipo com portam ental, 

la presencia de neuroinflam ación y la 

respuesta exacerbada del eje HPA. 
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V.1 Punto de inicio 

 

Los resultados presentados en los capítulos anter iores muest ran que 

existe una co-ocurrencia de fenot ipos comportamentales y alteraciones en 

el eje HPA y en la respuesta inflamator ia, tanto a nivel per ifér ico como a 

nivel cent ral. Nuest ros resultados aportan así a ot ros t rabajos publicados. 

En base a estas evidencias nos preguntamos si esta co-ocurrencia es solo 

eso, fenot ipos que se desencadenan de manera paralela en respuesta al 

VPA (o, en el caso del DEA, a un factor et iológico desconocido de la 

enfermedad) , o si existe alguna relación causa-efecto ent re el 

comportam iento y las alteraciones observadas. 

El objet ivo de los experimentos que se presentan en este capítulo, por 

lo tanto, fue estudiar las posibles relaciones ent re el fenot ipo 

comportamental, la presencia de neuroinflamación y la respuesta 

exacerbada del eje HPA. Para esto, llevamos adelante dos abordajes:  un 

estudio correlacional y una prueba de concepto. 

 

V.2 Análisis correlacional 

 

Los resultados obtenidos en el capítulo I V muest ran que la respuesta 

del eje HPA ante un est ímulo inflamator io se encuent ra exacerbada en los 

animales VPA600. Es decir que los animales que muest ran una baja 

interacción social t ienen una respuesta de cort icosterona elevada ante un 

est ímulo inflamator io. Nos preguntamos si estos dos efectos podrían 

deberse a alteraciones en un m ismo sust rato biológico o ser uno causa del 

ot ro. Razonamos que, si esto fuera así, deberíamos encont rar esta co-

ocurrencia en la población natural, es decir, poblaciones que difieren 

naturalmente en los niveles de interacción social deberían var iar  tam bién en 

la respuesta del eje HPA ante un est ímulo inflamator io.  
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En base a este razonamiento, diseñamos el experimento que se 

muest ra en la figura V.1. A diferencia de los animales de los capítulos 

anter iores, que eran F1 de cruza de las cepas endocriadas C57 y Balb/ c, 

ut ilizamos en estos experimentos ratones machos de la cepa exocriada 

CrlFcen: CF1 (CF1) . Razonamos que siendo una cepa exocriada, los animales 

CF1 most rarían una mayor variabilidad en la conducta que las cepas 

endocriadas. 

Realizamos el ensayo de interacción social a un total de 90 ratones 

machos adultos de la cepa CF1 y seleccionamos dos grupos. Uno de los 

grupos fue el de los animales cuyo t iempo de interacción social fue menor a 

la media menos un desvío estándar, a este grupo lo llamam os grupo de 

baja interacción social (BI S) . El ot ro grupo fue el de los animales cuyo 

t iempo de interacción social era mayor a la media más un desvío estándar, 

a este grupo lo denominamos grupo de alta interacción social (AI S) . Luego 

de una semana, inyectamos aleator iamente a los animales de cada grupo 

con solución salina o LPS. Y, al igual que lo realizado en el experimento del 

capítulo I V, a las dos horas les ext raj imos sangre para realizar un RI A a fin 

de medir los niveles de cort icosterona en plasma. 

  

 Los factores considerados entonces fueron t ipo de interacción social 

(BI S o AI S)  y est ímulo inflamator io (SAL o LPS) . El ANOVA de dos factores 

Figura V.1. Diseño experimental. 
Luego de un ensayo de interacción 
social clasificamos a los anim ales 
com o anim ales de baja interacción 
social (BIS)  y de alta interacción social 
(AIS) . Cada grupo fue inyectado  con 
salina o LPS. A las dos horas se 
anestesiaron los anim ales y se les 
ext rajo sangre para luego m edir los 
niveles de cort icosterona en plasm a. 
X:  m edia, DE:  Desvío estándar, SI :  
ensayo de interacción social. 



Luciana Lucchina                                                      Capítulo V-Resultados 

138 
 

most ró una interacción significat iva ent re estos factores (F(1,16)= 5.702, 

p= 0.029) :  el LPS t iene efecto en los dos grupos, causando un aumento en 

los niveles de cort icosterona, pero el efecto varía según los niveles de 

interacción social que muest ran los animales, siendo el grupo de baja 

interacción social el que desencadena una mayor respuesta del eje HPA 

( figura V.2) .  

 

Figura V.2. Efecto del LPS periférico sobre dos poblaciones naturalmente distintas 
en su interacción social. Todos los anim ales m ost raron un aum ento en los niveles de 
cort icosterona 2 horas después de la inyección de LPS, pero este aum ento fue m ayor en los 
anim ales de baja interacción social. N, en cada barra. Prueba de Tukey:  *  p< 0.001 vs el 
correspondiente grupo SAL;  #  p< 0.05. Se grafica la m edia  EE. 

 

 

V.3 Prueba de concepto 

 

Una prueba de concepto es una implementación, a menudo resumida o 

incompleta, de una idea o de un proceso, realizada con el propósito de 

verif icar que el concepto o hipótesis en cuest ión es suscept ible de ser cierto.  

En este caso, la idea que queremos evaluar es que la neuroinflamación es la 

causa de una dism inución en la interacción social, es decir , que subyace al 

comportam iento observado. 
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Para evaluar esto tuvimos en cuenta los resultados obtenidos 

anteriormente, en part icular que a nivel basal (sin el est ímulo inflamator io)  

las diferencias encont radas fueron observadas principalm ente en el 

cerebelo:  un aumento en la densidad de células de la m icroglia y un 

aumento en el porcentaje de área marcada con GFAP en el lobulillo VI / VI I . 

Decidimos afectar específicamente esa zona y ver cuál era el efecto de un 

est ímulo inflamator io aplicado a nivel del sistema nervioso cent ral sobre el 

comportam iento social.  

 

V.3.1 Diseño Experimental 

Los animales usados en este diseño experimental fueron los que no 

ut ilizamos en el diseño anterior, aquellos cuyos valores de interacción social 

eran mayores a la m edia menos un desvío estándar y menores a la media 

más un desvío estándar (m irando la figura V.1, vemos que son los más 

cent rales en la campana de dist r ibución de la var iable interacción social) . De 

este modo, contamos con t res ventajas en el diseño:  1)  los ratones 

ut ilizados t ienen niveles de interacción m ás sim ilares que part iendo de la 

población total de ratones de la cepa CF1 del bioter io;  2)  como conocemos 

el valor basal de interacción social de cada ratón, la dist r ibución en grupos 

no fue aleator ia, sino que fueron dist r ibuidos de modo de nivelar los grupos;  

y 3)  como tenemos el valor basal,  podemos relat iv izar los resultados con 

respecto a la interacción social del m ismo ratón previo al t ratam iento.  

Una semana más tarde de la evaluación de los niveles de sociabilidad 

realizamos la operación de estos animales, inyectándoles LPS o solución 

salina en el cerebelo, específicamente en el lobulillo VI / VI I . Hicimos la 

inyección en esa zona debido a que algunos  grupos han most rado la 

relevancia del lobulillo VI I  del cerebelo en la determ inación de los niveles de 

sociabilidad en el ratón (DeLorey et  al.,  2008)  y nosot ros observamos 

diferencias en el porcentaje de área marcada con GFAP. La inyección de 0.1 

µg de LPS en 1 µl de solución salina o el m ismo volumen de solución salina 

fue realizada con ayuda de un marco estereotáxico. Luego de que los 

animales se recuperaron de la anestesia, fueron devueltos a su jaula y a su 
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sala en el bioter io y 24 horas más tarde evaluamos su interacción social, 

como se indica en la figura V.3. 

 

Figura V.3. Diseño experimental usado en esta sección. Usam os ratones naive adultos 
de la cepa CF1. La inyección fue realizada por m edio de una operación estereotáxica 
específicam ente en el lobulillo VI / VI I . A las 24 horas de la operación se realizó el ensayo de 
interacción social y al term inar de evaluar a todos los anim ales, se los perfundió.  Se ext rajo 
el cerebelo, que poster iorm ente fue usado para histología. SI :  ensayo de interacción social. 
 

 

V.3.2 Efecto de la exposición repetida al ensayo de interacción social. 

Para descartar cualquier factor de confusión por el hecho de exponer a 

los anim ales dos veces al ensayo de interacción social, llevamos adelante un 

experimento independiente en el que evaluamos el t iempo que los animales 

exploran el lado social la pr imera vez que son expuestos a este ensayo con 

respecto a la segunda vez (experimentos distanciados 1 semana) . Los 

animales usados fueron animales del m ismo sexo, m isma cepa y m isma 

edad que los inyectados en el cerebelo. No vimos diferencias en cuanto a la 

locomoción durante la habituación en el ensayo ( figura V.4-A) , en el t iempo 

absoluto que los animales están explorando al est ímulo social ( figura V.4-

B) , y el porcentaje de t iempo que pasan explorando al est ímulo social con 

respecto al t iempo total de exploración ent re la pr imera y la segunda vez 

que son expuestos son sim ilares ( f igura V.4-C) . Este resultado muest ra que 

la exposición previa a un ensayo de interacción social no altera los niveles 

de exploración o de interacción cuando el ensayo se repite 7 días después. 
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Figura V.4. Efecto de la exposición repetida al ensayo de interacción social. No se 
observaron diferencias en la locom oción en la fase de habituación ent re la pr im era y  la 
segunda vez que fueron expuestos (A)  como tam poco en el t iem po (B)  o el porcentaje de 
t iem po que los anim ales pasaron explorando el lado social con respecto al t iem po total de 
exploración (C) . N, en cada barra. Prueba de t  pareada. Se grafica la m edia  EE. 

 

V.3.3 Efecto de la inyección de LPS sobre la interacción social. 

A las 24 horas de la operación evaluamos la interacción social de los 

animales. Los animales inyectados con LPS en el lobulillo VI / VI I  del cerebelo 

most raron una dism inución en el t iem po que pasan oliendo al ratón ext raño 

tanto en térm inos absolutos ( t (15)= 4.273, p= 0.001;  figura V.5-A)  como al 

relat iv izar el t iempo oliendo al ext raño con respecto a la interacción basal 

cuant if icada la semana anterior ( figura V.5-B) . La comparación con los 

niveles de la semana anterior nos perm ite descartar que el someter a los 

animales a una operación (con anestesia y recuperación)  resulte en una 

dism inución en la interacción social.  
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Figura V.5. Efecto de la inyección de LPS en el lobulillo VI/VII del cerebelo sobre la 
interacción social. Los ratones inyectados con LPS int racerebelarm ente en el lobulillo 
VI / VI I  (LPS)  pasaron m enos t iem po oliendo al ratón ext raño que los inyectados con solución 
salina (SAL) . Este t iem po es menor tanto al m irar los valores absolutos (A)  com o al 
com parar los valores relat ivos al t iempo que pasaron esos m ism os anim ales en el ensayo de 
interacción social basal (B) . N, en cada barra. Prueba de t  no pareada:  * *  p< 0.01. Se grafica 
la m edia  EE. 

 

Según nuest ra hipótesis, el est ímulo inflamatorio estaría generando 

una respuesta en el tej ido que sería la responsable del cambio en el 

comportam iento social, lo que explicaría (al menos en parte)  nuest ros 

resultados en el modelo VPA.  

Al pensar en una inyección cent ral de LPS no podemos ignorar lo que 

se conoce como comportam iento relacionado a la enfermedad o sickness 

behavior (en inglés) . Este comportam iento comprende una dism inución en 

la exploración tanto social como del ambiente, una dism inución en la 

act iv idad locomotora y pérdida de peso, causada por una dism inución en la 

ingesta de agua y com ida. Esto ha sido extensivamente estudiado y se ha 

visto que tanto inyecciones sistém icas como en regiones específicas del 

sistema nervioso central (por ejemplo en el hipotálamo)  de citoquinas o de 

moléculas que inducen la síntesis de citoquinas (como el LPS) , inducen todo 

el abanico de respuestas mencionado, tanto en humanos como en modelos 

animales (Kent  et  al., 1992;  Dantzer et  al.,  2008) . Por todo esto, la 

dism inución en la interacción social observada podría ser una de las 

respuestas comportamentales desplegadas en el contexto del 

comportam iento relacionado con la enferm edad. 
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Para poder discernir ent re un efecto de t ipo sickness behavior y una 

dism inución específica en la interacción social a part ir  de la inyección de LPS 

en el cerebelo, decidimos evaluar las ot ras característ icas que acompañan a 

la dism inución en la interacción social en el comportam iento relacionado con 

la enfermedad:  pérdida de peso y dism inución de la act iv idad locomotora. 

Pesamos a los animales inmediatamente antes de la operación e 

inmediatamente después del ensayo comportamental y comparamos la 

pérdida de peso ent re el grupo de animales inyectados con salina (grupo 

SAL)  y el inyectado con LPS (grupo LPS) . Vimos que los dos grupos 

perdieron peso, resultado esperado ya que ambos grupos sufr ieron una 

cirugía, pero esta pérdida era sim ilar en los dos grupos ( figura V.6-A) . 

Además, analizamos la locomoción en la fase de habituación del test  de 

interacción social, fase en la que no se encuent ra presente el est ímulo 

social. No encont ramos diferencias ent re los niveles de locomoción de 

ambos grupos ( figura V.6-B) . Estos dos resultados descartan la posibilidad 

de que los efectos observados sobre la interacción social se deban al 

comportam iento relacionado con la enfermedad, y apoyan nuest ra hipótesis 

de una relación causa-efecto ent re la inflamación del cerebelo y un cambio 

en el comportam iento social.  

 

Figura V.6. Efectos de la inyección de LPS en el lobulillo VI/VII del cerebelo sobre 
la pérdida de peso y la locomoción. Los ratones inyectados con LPS int racerebelarm ente 
en el lobulillo VI / VI I  perdieron peso del m ismo m odo que los inyectados con salina ( A) .  
Tam bién m ost raron los m ism os niveles de locom oción general en la fase de habituación del 
ensayo de interacción social (B) . N, en cada barra. Prueba de t  no pareada. Se grafica la 
m edia  EE. t r :  t ransiciones. 
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También nos preguntamos si la dism inución en la interacción social era 

un resultado específico de la neuroinflamación en el lobulillo inyectado o era 

un resultado general para cualquier ot ra zona del cerebelo. Para evaluar 

esto llevamos adelante el m ismo diseño experimental modificando sólo el 

sit io de inyección:  la inyección de SAL o LPS fue efectuada en el lobulillo 

I V/ V. Es importante mencionar que estos lobulillos, a pesar de ser 

cont iguos, t ienen diferentes orígenes embriológicos y se com unican con 

dist intas zonas del cerebro ( retomaremos esto en la discusión) . 

Al realizar el ensayo de interacción social 24 horas luego de la 

operación, no observamos diferencias ent re los animales inyectados con 

SAL o con LPS en el lobulillo I V/ V en el t iempo que pasan oliendo al ext raño 

( t (9)= 0.4490, p= 0.640;  f igura V.7-A) . Tampoco observamos diferencias al 

comparar el porcentaje de t iempo que los animales pasaron oliendo al 

ext raño relat ivo a sí m ismos antes de la operación (U= 13, p= 0.792;  f igura 

V.7-B) . Al analizar la locomoción y la pérdida de peso tampoco vimos 

diferencias ( locomoción, grupo SAL:  38.04.4 t ransiciones, grupo LPS:  465 

t ransiciones, t (9)= 1.172, p= 0.271;  porcentaje de peso perdido, grupo SAL:  

3.631.98 % , grupo LPS:  2.601.97 % , t (9)= 0.352, p= 0.773) .  

 

Figura V.7. Efecto de la inyección de LPS en el lobulillo IV/V del cerebelo sobre la 
interacción social. Los ratones inyectados con LPS int racerebelarmente en el lobulillo IV/ V 
pasaron el m ism o t iem po interactuando con el ratón ext raño que los inyectados con salina. 
No se observaron diferencias ni en los valores absolutos (A)  ni en los valores relat ivos al 
t iem po que pasaron esos m ism os anim ales en el ensayo de interacción social basal ( B) . N, se 
m uest ra en cada barra. Prueba de t  no pareada. Se grafica la m edia  EE. 
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V.3.4 Efecto del LPS sobre el tejido cerebelar. 

El LPS es un est ímulo inflamator io que, a nivel cent ral,  est imula la 

expresión de citoquinas y la act ivación glial (Quan et  al. , 1994;  Hauss-

Wegrzyniak et  al., 1998;  Huang et  al., 2008) . Hasta el momento se ha 

descripto el efecto de la inyección de LPS int racerebrovent icular  (Lawson et  

al., 2013) , en el hipocampo (Ahmadi et  al., 2013)  y en la amígdala 

(Akhlaghi et  al. , 2012) , pero, según nuest ro conocim iento, no se ha 

descripto el efecto de esta inyección sobre el tej ido nervioso del cerebelo. 

Por esta razón, decidimos evaluar las respuestas t isulares en el lobulillo 

inyectado (posible neurodegeneración, act ivación glial, infilt ración de células 

inmunes de la per ifer ia, etc) .  

Para estudiar el estado del tej ido, 2 horas después de evaluar la 

interacción social, los animales fueron perfundidos y los cerebelos ext raídos, 

congelados y cortados a fin de realizar t inciones de Nissl e inmunohisto-

quím icas. En la mayoría de los casos observamos que la ent rada del capilar 

fue sobre el lobulillo VI  (este fue el lobulillo más last imado)  y el sit io de 

inyección se localizó en la zona en la que se bifurcan los lobulillos VI  y VI I  

( figura V.8) .  

  

 

Figura V.8. Inyección de tinta 
china en el lobulillo VI/VII. La 
inyección ent ra por el lobulillo VI  
( flecha negra) , el capilar llega hasta el 
lugar donde se bifurcan los lobulillos VI  
y VI I , y lo inyectado se dist r ibuye 
ent re am bos lobulillos ( flecha roja) .  
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Al analizar el estado del lobulillo VI I  v imos en algunos casos la capa 

granular ligeramente desorganizada, despegada de la capa molecular y la 

presencia de vasos dilatados. Esto no se vio en todos los cortes, sino en los 

más cent rales. No observamos diferencia ent re los cerebelos inyectados con 

salina y los inyectados con LPS:  encont ramos una gran var iabilidad ent re 

todos los animales, independientemente del t ratam iento recibido ( f igura 

V.9) . 

 

Figura V.9. Efecto de la inyección de LPS sobre el tejido cerebelar.  Im ágenes de 
t inciones de Nissl de cerebelos inyectados con SAL ( A y B)  o con LPS (C y D) . Se m uest ran 
los cerebelos de 2 anim ales dist intos de cada grupo. Puede observarse la variabilidad en el 
efecto de la inyección tanto de SAL com o de LPS sobre la organización del tej ido.   
 

 

Para estudiar el estado de act ivación de la m icroglia, realizamos 

inmunohistoquím icas ant i-CD11b y, a diferencia de lo observado en el 

capítulo anter ior, v imos células en dist intos estadios de act ivación, razón 

por la que decidimos evaluar el porcentaje de células en cada estadio en 

lugar de calcular la densidad. En cada corte observamos un gradiente en los 

niveles de act ivación de las células:  un gran número de células act ivadas 

cerca del sit io de inyección, con una marca nít ida e intensa y una 
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dism inución en el grado de act ivación y en la intensidad de la marca en las 

zonas más alejadas. A raíz de esto, decidimos cuant if icar y clasificar solo en 

la zona cercana a la inyección, de modo de no diluir  la diferencia en caso de 

que la hubiera. 

El análisis de los dist intos estados morfológicos de la m icroglia en el 

lobulillo VI / VI I  most ró una extensa m icrogliosis en los cerebelos de los 

ratones inyectados con LPS comparado con los inyectados con Sal ( f igura 

V.10-A y B) , que se evidenció como un aumento en el porcentaje de células 

en estadios más avanzados ( t ipo 2/ 3 y t ipo 4)  ( figura V.10-C) . 

  

Figura V.10. Efecto de la inyección de LPS en el cerebelo sobre la activación de la 
microglia en el lobulillo VI/VII. Los ratones inyectados con salina en el lobulillo VI / VI I  del 
cerebelo m ost raron la m ayoría de las células en estado de reposo ( A) , m ient ras que los 
inyectados con LPS m ost raron la presencia de células en dist intos est ados de act ivación (B) . 
Se cuant ificaron y clasificaron los t ipos celulares y se m uest ra el porcentaje de cada uno de 
ellos (C) . N, en el gráfico. Prueba de t  no pareada (Tipo 1)  o prueba de Mann-Whitney (Tipo 
2/ 3 y Tipo 4) :  * p< 0.05, * *  p< 0.01. Se grafica la m edia  EE.  



Luciana Lucchina                                                      Capítulo V-Resultados 

148 
 

Realizamos este análisis de la m icroglia en los animales inyectados en 

el lobulillo I V/ V del verm is cerebelar. En este caso también observamos un 

aumento en la proporción de m icroglia act ivada en los cerebelos de los 

ratones inyectados con LPS ( figura V.11-A y B) , que se evidenció como un 

aumento en el porcentaje de células en estadios más avanzados ( t ipo 4)  

( figura V.11-C) . De hecho el porcentaje de células con morfología del t ipo 

fagocít ica fue notablemente mayor en los animales inyectados con LPS en el 

lobulillo I V/ V. 

 

Figura V.11. Efecto de la inyección de LPS en el cerebelo sobre la activación de la 
microglia en el lobulillo IV/V. Los ratones inyectados con salina int racerebelarmente en el 
lobulillo IV/ V m ost raron dist intos estadios de act ivación de las células de la m icroglia (A) , 
m ient ras que los inyectados con LPS m ost raron un m ayor núm ero de células t ipo 4 (B) . 
Luego de cuant ificar y clasificar a los t ipos celulares, se observó un m ayor porcentaje de 
células con estadios m ás act ivados en el grupo LPS (C) . N, en el gráfico. Prueba de Mann-
Whitney (Tipo 1)  o prueba de t  no pareada (Tipo 2/ 3 y Tipo 4) :  * * p< 0.01, * * * p< 0.001. Se 
grafica la m edia  EE.  
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Para evaluar la ast roglia, realizamos inmunohistoquím icas ant i-GFAP y 

analizamos las imágenes de las secciones del m ismo modo que en el 

capítulo anter ior, comparando el porcentaje de área marcado. No 

encont ramos diferencia en esta variable al cuant if icar tanto en la capa 

molecular ( f igura V.12-A)  como en la granular del lobulillo VI I  ( figura V.12-

B) . Como no encontramos diferencia en esta variable en este lobulillo, 

decidimos no evaluar la luego de inyectar en el lobulillo I V/ V. 

 

Figura V.12. Efecto de la inyección de LPS sobre la activación de la astroglia. Los 
ratones inyectados con SAL int racerebelarmente en el lobulillo VI / VI I  m ost raron el m ismo 
porcentaje de área m arcada con GFAP que los inyectados con LPS, tanto en la capa 
m olecular (A)  com o en la granular (B)  del lobulillo VI I . N, en cada barra. Prueba de t  no 
pareada. Se grafica la m edia  EE para cada grupo. 
 

 

V.4 Conclusiones 

 

En base a los resultados presentados en este capítulo podemos 

generar nuevas hipótesis de t rabajo tendientes a comprender cómo la 

exposición prenatal al VPA resulta en las alteraciones en la conducta y en la 

respuesta inflamator ia observadas en los capítulos precedentes.  

Con respecto al estudio correlacional, en el capítulo I V hemos visto que 

los animales expuestos a VPA most raban una respuesta exacerbada del eje 

HPA ante un est ímulo inflamatorio de LPS y en el capítulo I I I  most ramos 

una dism inución en los niveles de interacción social en los m ismos animales. 
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Estos dos eventos podrían estar o no estar relacionados. El estudio de 

grupos que difieren naturalmente en los niveles de interacción social en una 

cepa exocriada como la CF1 y la respuesta del eje HPA observada en cada 

grupo, de hecho sugiere que ambos eventos están relacionados, 

posiblemente compart iendo un sust rato biológico. Los animales de AIS 

muest ran una determinada respuesta del eje HPA ante el est ím ulo de LPS, 

m ient ras que los de BI S muest ran, ante el m ismo est ímulo, una respuesta 

mayor. 

Encont ramos sim ilares resultados en los t rabajos que evalúan la 

correlación ent re el cuidado materno recibido posnatalmente y la poster ior 

respuesta a est rés de las cr ías, tanto en la act ivación del eje HPA (Liu et  al., 

1997)  como en la conducta (Caldj i et  al., 1998) . Ut ilizando ratas de la cepa 

exocriada Long-Evans (Crl: LE) , el grupo dir igido por el Dr. Michael Meaney 

(Universidad de McGill, Montreal, Canadá)  demost ró que existen var iaciones 

naturales en cuanto a la calidad y cant idad de cuidado que las madres 

prodigan a sus cr ías. Teniendo en cuenta la diferencia natural en el cuidado 

materno, clasificaron a los animales en “poco cuidados” o “muy cuidados” 

por sus madres (Champagne et  al., 2003) . Al analizar a las cr ías observaron 

que, independientemente del cuidado recibido, todos los animales 

most raban niveles basales de cort icosterona sim ilares pero que, ante un 

est ímulo est resante, el aumento en los niveles de cort icosterona del grupo 

de los poco cuidados era mayor que el observado en el grupo de los muy 

cuidados (Liu et  al.,  1997) . De manera sim ilar, los animales poco cuidados 

most raban una mayor respuesta de m iedo (Caldj i et  al., 1998) . Poster iores 

estudios del grupo most raron que la diferencia en la respuesta del eje HPA 

está dada por las diferencias en la expresión de los receptores de 

glucocort icoides en el hipocampo (Weaver et  al., 2001) , y que eso se debe 

a modificaciones epigenét icas causadas por menores niveles de serotonina 

en el grupo de los animales poco cuidados (Milbrandt , 1987;  McCorm ick et  

al., 2000;  Weaver et  al., 2004a;  Weaver et  al., 2004b) .  

Nuest ro análisis correlacional sugiere que el comportam iento social 

correlaciona con los niveles de respuesta del eje HPA frente a un est ímulo 

inflamator io. Al mom ento de esta presentación no sabemos si existe un 
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mecanismo biológico común a ambos procesos, pero hipotet izamos que 

podría ser el m ismo mecanismo epigenét ico descripto para los animales 

“poco cuidados”. Podemos hipotetizar además que el VPA actúa sobre este 

mecanismo, hipótesis que se encuent ra apoyada por el hecho de que se han 

encont rado menores niveles de serotonina en el modelo de VPA (Dufour-

Rainfray et  al., 2010) , sumado a que el modelo de VPA es generado por un 

agente inhibidor de deacet ilasas de histonas, capaz de modificar el estado 

epigenét ico de las células. I nteresantemente, se ha visto que la 

programación del comportam iento y del eje HPA, evento que ocurre 

temprano en la vida de los animales y por medio de procesos epigenét icos, 

es suscept ible de ser revert ido:  la inyección de S-adenosil-met ionina, que 

funciona como un dador de grupos met ilos para la met ilación del ADN, 

revierte numerosos efectos del cuidado materno sobre las crías adultas 

(Weaver et  al., 2005) . Los resultados de esta tesis sirven así de base a 

futuros experimentos tendientes a evaluar la existencia de mecanismos 

epigenét icos en el modelo de VPA y a poner a prueba la hipótesis de que 

t ratam ientos como el realizado por Weaver y colaboradores son capaces de 

revert ir  la baja interacción social y/ o la respuesta exacerbada del eje HPA 

en los animales expuestos prenatalmente a VPA. 

Con respecto a la prueba de concepto, hemos observado que la 

inyección de un est ím ulo inflamator io en el cerebelo causa una reducción en 

los niveles de interacción social a las 24 hs de la operación. Si bien no 

podemos descartar ot ros mecanismos, tanto el LPS como la exposición 

prenatal a VPA resultan en m icrogliosis en el cerebelo. Proponemos 

entonces que son éstas las células que podrían estar mediando el efecto 

observado, ejerciendo su acción mediante un cambio en el perfil de 

expresión de citoquinas, lo que modularía la act iv idad neuronal en el 

cerebelo, modificando así el comportam iento.  

En 1989, Dantzer y su grupo publicaron una muy buena revisión 

intentando poner en orden y buscar le un sent ido a la gran cant idad de datos 

que most raban que las citoquinas estaban involucradas en el efecto que la 

enfermedad tenía sobre el sistema nervioso (Dantzer and Kelley, 1989) . El 

concepto desarrollado era que el sistema inmune no t rabajaba de manera 
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independiente del cerebro para regular la respuesta a ant ígenos, y que 

exist ía una comunicación bidireccional ent re ambos sistemas. Esta idea fue 

muy cont roversial ya que, en ese momento, la pr incipal función conocida 

del sistema inmune era la de producción de ant icuerpos y de células cuya 

función era combat ir y defender al organismo de dist intos desafíos 

patogénicos. 

En la actualidad, dist intos t rabajos nos muest ran que la inflamación 

puede causar una reducción en los niveles de exploración en los roedores 

(Bluthe et  al.,  1994b)  y que son las citoquinas las que están mediando ese 

efecto (Bluthe et  al. , 1994a) . Por ejemplo, la adm inist ración de I L-1┚ tanto 

de manera perifér ica como cent ral, causa una dism inución en los niveles de 

exploración y esta dism inución depende, al menos en parte, de la expresión 

de I L-6 (Bluthe et  al., 2000;  Konsman et  al.,  2008) . Ot ro ejemplo es el 

efecto dual que t iene la adm inist ración cent ral de I L-4 sobre la interacción 

social:  reduce aun más los niveles de exploración cuando es administ rada 

junto a una inyección de LPS perifér ica, pero atenúa el efecto del LPS si es 

administ rada 12 horas antes (Bluthe et  al.,  2002) .  

En estos t rabajos, cuyo diseño experimental t iene como objet ivo 

estudiar el comportam iento relacionado con la enfermedad, se usaron 

dist intos est ímulos inmunológicos a fin de alterar la expresión de citoquinas 

y poder estudiar el efecto de estas alteraciones sobre el comportam iento de 

manera aguda. Pero esto no solo ocurre de manera aguda:  se ha visto que 

las citoquinas tam bién pueden tener efectos a largo plazo sobre el 

comportam iento, como por ejemplo en todos los modelos mencionados de 

AI M (ver sección I .8.2.1 Modelo de act ivación inmune materna) . Si bien 

esta tesis no ha dilucidado cómo es que la exposición prenatal a VPA resulta 

en una act ivación crónica de la m icroglia en el cerebelo, en base a los 

antecedentes de ot ros grupos podemos proponer mecanismos epigenét icos 

y/ o alteraciones en la flora m icrobiana (Kataoka et  al.,  2011;  de Theije et  

al., 2014) .  

Ahora bien, aún asumiendo que la m icroglia al act ivarse en el cerebelo 

cambia el pat rón de citoquinas y ese cambio es el responsable de la 
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dism inución en la interacción social, ¿por qué la m icrogliosis en el lobulillo 

VI / VI I  t iene efecto sobre ese comportam iento y no así la m icrogliosis en el 

lobulillo I V/ V? ¿Qué diferencia a estos lobulillos?  

Clásicamente, se ha descripto al cerebelo como un modulador, 

coordinador e integrador de los movim ientos de las dist intas par tes del 

cuerpo. La homogeneidad que muest ra en su est ructura sugiere que el rol 

de cada zona es sim ilar. Sin embargo, el or igen embriológico y filogenét ico 

es dist into (Fulton y Dow, 1937;  Altman, 1969;  Gilman et  al. ,  1981;  Altman 

y Bayer, 1985) . Los lobulillos vermales VI  y VI I  derivan de dist into tej ido 

primordial que los lobulillos I  al I V (Altman y Bayer, 1985)  y el m omento en 

el que ocurre la neurogénesis y la organización celular  en estas regiones 

también difiere (Altman, 1969;  Altman y Bayer, 1985) . Cada zona del 

cerebelo se conecta con regiones específicas del cerebro, siendo la 

naturaleza de esas conexiones la que le confiere especificidad en las 

funciones. El hecho de que el cerebelo se encuent re conectado con dist intas 

zonas del cerebro, lo habilita en su rol de coordinador e integrador. 

Ent re 1960 y 1990, algunos invest igadores analizaron cuadro por 

cuadro filmaciones de interacciones sociales, con el propósito de entender 

los eventos que t ienen lugar en las m ismas (Stern, 1977;  Schaffer, 1984;  

Trevarthen, 1984;  Condon, 1985;  Kendon, 1990) . Encont raron marcadas 

sincronías y simet r ías ent re los movim ientos del cuerpo y los sonidos del 

habla, incluso presentes en la interacción temprana ent re madres e 

infantes, y compararon esto con los movim ientos de un vals. Sugir ieron que 

el cerebelo estaría involucrado en la coordinación de esta danza, siendo 

esto una extensión natural de su rol de coordinador e integrador de 

movim ientos, sumando en este caso información sobre los movim ientos de 

los ot ros además de los propios. Resulta relevante el hecho de que tanto los 

lobulillos VI / VI I  del verm is y los correspondientes lobulillos paravermales 

son las áreas del cerebelo que conectan con áreas visuales y audit ivas 

(Dow, 1991) , los sent idos que el cerebelo usaría para jugar este rol 

adicional.  Todo esto podría explicar el hecho de que la desregulación del 

estado inflamatorio del lobulillo VI / VI I  afecte el comportam iento social y 

esto no suceda ante la desregulación en los lobulillos I V/ V. 
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Consideramos así que esta tesis abre futuras líneas de invest igación, 

tendientes a evaluar los mecanismos subyacentes de los efectos a largo 

plazo de la exposición prenatal a VPA y al rol de la inflamación en el 

cerebelo sobre la modulación de la sociabilidad en roedores. 
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VI .1 Discusión general 

 

Como mencionamos en la int roducción, las característ icas pr incipales 

del aut ismo son a)  un déficit  marcado en la interacción social y en el uso del 

lenguaje y b)  la presencia de comportam ientos repet it ivos o estereot ipados. 

Estas característ icas pueden manifestarse en un amplio espect ro de 

intensidad, yendo desde un comportam iento ligeramente raro o llamat ivo, 

pero que le causa al individuo dificultades en su entorno social y/ o laboral,  

hasta un completo aislam iento del mundo que lo rodea. También hemos 

mencionado la apar ición del desorden en los pr imeros años de vida y la 

influencia que los desórdenes de ansiedad pueden tener sobre el 

comportam iento social.  

Este desorden psiquiát r ico es específicamente humano, diagnost icado 

mediante ent revistas y observación por parte de especialistas. Sin embargo, 

la comprensión de las interacciones ent re varios genes, el efecto de factores 

ambientales o la interacción ent re genes con el ambiente es difícil de lograr  

en estudios con humanos, donde las var iables no pueden cont rolarse de 

manera eficiente. Por esta razón, si queremos acercarnos a entender la 

neurobiología del aut ismo, necesitamos usar modelos animales. Dadas las 

característ icas del aut ismo, lo más lógico sería usar la especie más parecida 

al humano. De hecho, hay experimentos muy interesantes que se han 

hecho con primates superiores (Bachevalier, 1994;  Bauman et  al. , 2014) . 

Sin embargo, la manipulación de estos animales está asociada a numerosas 

dificultades, como el t iempo que demora en desarrollarse el SNC, la 

dificultad de generar animales t ransgénicos, el gasto que im plica un bioter io 

en el que los animales vivan bien y cuest iones ét icas im plicadas en la 

experimentación con estos animales. 

Esto nos lleva, como comunidad cient ífica, a desarrollar modelos del 

desorden en roedores. En esta tesis, hemos usado el modelo de exposición 

a VPA. Si bien la exposición al VPA es solo uno de los tantos factores de 

r iesgo, este r iesgo es alto y convierte al modelo en una excelente prueba de 

concepto para estudiar el efecto de factores ambientales. Además, las 
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sim ilitudes observadas en la neuropatología y en el comportam iento ent re 

los humanos y el m odelo en roedores, subrayan la ut ilidad de modelos 

basados en factores ambientales para estudiar la cont ribución y la 

relevancia de todos los procesos del neurodesarrollo que se ven alterados. 

En part icular, nosot ros postulamos que la disfunción inmune const ituye 

un posible punto de convergencia, que sería el denominador común de las 

alteraciones observadas en el comportam iento. La neuroinflamación crónica 

y las consecuencias que ésta t iene sobre el funcionam iento del cerebro 

serían lo que subyace a las característ icas pr incipales del desorden, 

m ient ras que la gran heterogeneidad que caracteriza al desorden podría 

deberse, al menos en parte, a los dist intos factores et iológicos. 

Si esto fuese así, un resultado esperado sería que cada modelo que 

muest re comportam ientos relacionados con el aut ismo también muest re 

síntomas de act ivación glial o alteraciones del sistema inm une, o, de 

manera inversa, modelos en los que los componentes centrales de la 

respuesta inmune en el SNC se encuent ren alterados muest ren 

comportam ientos relacionados al aut ism o. Retomamos algunos de los 

modelos mencionados en la int roducción a fin de resaltar las alteraciones 

inmunes halladas en ellos, comparándolas con los resultados obtenidos en 

esta tesis. 

 

VI.1.1 Modelos de activación inmune materna 

En estos modelos, poco t iempo después de la AI M, el cerebro fetal 

muest ra niveles elevados de citoquinas pro- inflamator ias (Arrode-Bruses y 

Bruses, 2012) , sugir iendo que la respuesta de AIM parte de la circulación 

materna, pasando por la placenta y llegando al feto. La inducción inicial de 

las citoquinas del cerebro fetal dism inuye dent ro de las 24 hs poster iores a 

la AI M. Sin embargo, si tomamos colect ivamente los resultados de las 

dist intas versiones de este modelo, podemos observar que esta inducción 

inmune, a pesar de ser t ransitor ia, resulta suficiente como para disparar 

eventos moleculares que conducirían a cambios neuroinmunológicos y 
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comportamentales duraderos. Un ejemplo de esto podemos encont rarlo en 

el modelo de AI M usado por el grupo del Dr Paul Pat terson (Caltech) , 

generado por la exposición prenatal a PoliI : C (ARN de cadena doble que 

dispara una respuesta inflamator ia sim ilar  a la respuesta inicial observada 

frente a diferentes infecciones virales) , mediante la inyección subcutánea de 

este inflamógeno a hembras preñadas el DP12.5. Como se mencionó en la 

int roducción, las cr ías expuestas prenatalmente al PoliI : C, muest ran 

comportam ientos relacionados con el aut ismo (Shi et  al., 2003;  Sm ith et  

al., 2007;  Shi et  al., 2009)  .  

 En uno de los t rabajos del grupo se preguntaron si ese modelo 

most raba algunas de las alteraciones inmunes observadas en pacientes con 

DEA. Para evaluar esto estudiaron el perfil de los dist intos subt ipos de 

células inmunes de la perifer ia, la funcionalidad de las líneas de leucocitos y 

la potencialidad de las células madre hematopoyét icas (CMH)  fetales y 

adultas (Hsiao et  al.,  2012) . Observaron una dism inución en la cant idad de 

linfocitos T- regulator ios, una mayor secreción de I L-6 e I L-17 por parte de 

los linfocitos CD4+  obtenidos del bazo y est imulados in vitro, y un aumento 

en la cant idad de granulocitos. Este resultado está en consonancia con lo 

observado por nosot ros:  la expresión de I L-6 en el bazo es mayor en los 

animales expuestos a VPA luego de un est ímulo inflamator io que en los 

animales cont rol.  

 A pesar de que existen dist intos t rabajos en los que evidencian que el 

VPA actúa como un agente ant i- inflamator io (Peng et  al., 2005;  Sinn et  al.,  

2007) , la sim ilitud ent re estos resultados y los hallados por nosot ros y ot ros 

grupos que usan el m odelo de VPA, nos mot ivó a evaluar si el VPA generaba 

una respuesta inflam atoria en los animales adultos. A este fin, medimos los 

niveles de cort icosterona en plasma luego de inyectar a hembras adultas 

con la m isma dosis de VPA usada para las hembras preñadas. No 

observamos diferencias en los niveles de cort icosterona con respecto a los 

animales inyectados con solución salina, demost rando de esta manera que 

el VPA no está actuando al momento de la inyección (GD12.5)  mediante la 

act ivación de la respuesta inflamator ia com o en la AI M.   
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VI.1.2 Sobreexpresión de TGF-β1 en el hipocampo 

El TGF-┚1 es una citoquina conocida por su función de modular la 

respuesta inflamator ia (Kulkarni et  al. , 1993) . Sin embargo, su rol en el 

sistema nervioso cent ral es más amplio, part icipando, por  ejemplo, en la 

proliferación y en la diferenciación celular (Bot tner et  al., 2000) . Se ha 

detectado un aumento de esta citoquina en cerebros post-mortem de 

personas con DEA (Vargas et  al., 2005) , pero no se ha estudiado su relación 

con las alteraciones observadas en el comportam iento. A fin de evaluar 

esto, en paralelo al desarrollo de esta tesis doctoral, en el laborator io 

evaluamos el efecto de la sobreexpresión de TGF-┚1 en el cerebro adulto 

(Depino et  al., 2011) . Para esto, sobreexpresamos la citoquina en el 

hipocampo y, en cont raposición a lo esperado, encont ramos que la 

sobreexpresión resultaba en un aumento de la interacción social y en la 

dism inución del comportam iento repet it ivo (evaluando acicalam iento) . No 

observamos act ivación de la glia ni cambios en los niveles de expresión de 

TGF-┚1 endógena o IL-6, ni a los 7, 14, 21 o 28 días post  inyección. Estos 

resultados resultan interesantes en comparación con nuest ros resultados 

luego de inyectar LPS en cerebelo. Si bien las inyecciones fueron en dos 

zonas dist intas del cerebro, podemos ver cierta coherencia en los resultados 

obtenidos en cuanto a la condición inmune a la que es expuesta el SNC y su 

correlato comportamental:  una condición ant i- inflamator ia resulta en un 

aumento de la interacción social m ient ras que una condición pro-

inflamator ia resulta en una dism inución. 

Ahora bien, lo que ocurre durante el desarrollo podría ser dist into a lo 

que ocurre en la adultez, actuando sobre mecanismos de programación a 

largo plazo. Por ejemplo, el aumento en la expresión de TGF-┚1 observado 

en la adultez en humanos podría ser resultado de algún proceso ocurr ido 

más temprano. Para evaluar esta hipótesis decidimos sobreexpresar TGF-┚1 

en el hipocampo postnatalmente (comenzando el DP14)  y evaluar a los 

animales en la adultez (Depino et  al., 2011) . En este caso, la 

sobreexpresión ocasionó una dism inución en la sociabilidad y un aumento 

en el comportam iento repet it ivo. Además, estos animales most raron un 
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aumento en los niveles de comportam ientos relacionados con la depresión. 

No observamos en este caso act ivación glial, pero sorprendentemente, 

vimos una dism inución en los niveles de TGF-┚1 y de I L-6. Estos resultados 

ponen en evidencia que un est ímulo inflam atorio temprano puede alterar la 

programación del comportam iento social,  causando el m ismo efecto que 

vimos que t iene la exposición prenatal al VPA. También puede alterar la 

programación del sistema inmune a nivel cent ral, aunque en este caso, los 

efectos observados en los dos modelos son opuestos:  una dism inución de 

I L-6 en el modelo de sobre-expresión de TGF-┚1 a PD14 y una ausencia de 

diferencias en la expresión basal de esta citoquina en el cerebro de 

animales expuestos prenatalmente a VPA, con evidencia de una expresión 

exacerbada en el cerebelo y la corteza luego de la est imulación perifér ica 

con LPS. 

Cabe también destacar que en el modelo VPA no observamos cambios 

en los niveles de expresión de TGF-┚1 en el cerebero adulto. Creemos que 

sería interesante evaluar la expresión de esta citoquina en el cerebro joven 

(en la tercera semana de vida) , part icularmente en el hipocampo pero 

también en el cerebelo, para evaluar si la exposición prenatal a VPA altera 

la expresión temprana de esta citoquina. 

 

VI.1.3 Cepa de ratones BTBRT+tf/J.  

Sumado a las alteraciones comportamentales mencionadas en la 

int roducción, los ratones BTBR muest ran una respuesta de est rés 

exagerada, que está asociada a niveles de cort icosterona más altos 

comparados con los ratones C57 (Benno et  al. , 2009) . Además, un t rabajo 

tendiente a invest igar el estado inflamatorio de estos animales demost ró 

que los ratones BTBR expresan niveles m ás altos de citoquinas en el 

cerebro, y las células de la m icroglia expresan mayores niveles de MHC 

clase I I  (Heo et  al., 2011) . Además, en la perifer ia se observó un aumento 

en los niveles de linfocitos CD4+ . Este modelo, por lo tanto, muest ra un 

fenot ipo comportamental de la mano de alteraciones inmunológicas a nivel 

perifér ico y cent ral como esperamos en relación a nuest ra hipótesis de que 

las alteraciones inm unes subyacen al fenot ipo comportamental, pero a 
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diferencia de nuest ros resultados, todas estas alteraciones se evidencian 

incluso basalmente. 

 

VI.1.4 Ratones nulos para el gen CX3Cr1 

Otros t rabajos que consideramos importante mencionar, son los 

t rabajos realizados con los ratones nulos para el gen CX3Cr1, gen que 

codifica para la proteína fractalk ina, a pesar de no ser un clásico modelo de 

aut ismo.  

La fractalk ina es una quim ioquina, expresada en el SNC por las 

neuronas cuyo receptor se expresa exclusivamente por la m icroglia 

(Harrison et  al., 1998;  Jung et  al., 2000) . Se ha visto que la expresión de la 

proteína aumenta considerablemente durante el desarrollo en las neuronas 

(Mody et  al., 2001)  y que la expresión del receptor resulta esencial para la 

m igración de la m icroglia (Cardona et  al. ,  2006;  Ruitenberg et  al. , 2008) . 

Trabajos del grupo del Dr Cornelius Gross (EMBL-Monterotondo)  

demuest ran que la m icroglia está involucrada en el proceso de podado de 

sinapsis y que esta función es part icularmente importante durante el 

desarrollo, momento en el que el podado es máximo (Cruz-Mart in et  al. , 

2010) . Ellos observaron que al DP8 la cant idad de sinapsis es baja tanto 

para los ratones salvajes como para los nulos para el gen CX3Cr1 (el gen 

que codifica para fractalk ina) , y al DP28 alcanza un máximo, que se 

mant iene poster iormente. Sin embargo, al DP15 la cant idad de sinapsis en 

un ratón salvaje es intermedia ent re los valores observados ent re el DP8 y 

el DP28, y es significat ivamente menor a la cant idad observada para los 

ratones nulos para CX3Cr1. Acompañando este resultado, los autores 

observaron una dism inución en la densidad de m icroglia en CA1 del 

hipocampo a DP8, DP15 y DP28 de ratones nulos para CX3Cr1, alcanzando 

valores normales el DP40. En una serie de experimentos, most raron que la 

m icroglia está efect ivamente fagocitando a las sinapsis, y que la falta de 

comunicación ent re neuronas y m icroglia (por ausencia de fractalk ina)  t rae 

como consecuencia una dism inución temporaria de la densidad de m icroglia, 

y así, un mayor número de sinapsis presentes durante el desarrollo 
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(Paolicelli et  al. , 2011) . Los ratones nulos para CX3Cr1 muest ran en la 

adultez una t ransm isión sinápt ica más débil, una dism inución en la 

conect ividad funcional del cerebro, déficit  en la interacción social y un 

aumento en el comportam iento repet it ivo (Zhan et  al., 2014) . Además, un 

t rabajo independiente realizado en los m ismos animales muest ra que son 

más sensibles a los cambios comportamentales relacionados a la 

enfermedad inducidos por LPS (sickness behavior) , y que la expresión de 

I L-1┚ luego de la inyección es mayor tanto en intensidad como en duración 

(Corona et  al., 2010) .  

En nuest ro modelo también vimos una respuesta exacerbada en 

cuanto a la expresión de I L-1 y una dism inución en la interacción social.  La 

pregunta que surge de manera inmediata es ¿qué está ocurr iendo en 

nuest ro modelo durante el desarrollo? La licenciada Nadia Kazlauskas, 

integrante del laborator io, será quien conteste esta pregunta, por medio del 

análisis del estado de la neuroinflamación en el modelo VPA a dist intas 

edades postnatales. 

 

VI.1.5 Modelo de ácido valproico 

Se han reportado previamente alteraciones inmunológicas per ifér icas 

en los animales adultos expuestos prenatalmente al VPA (Schneider et  al. , 

2008) . Los resultados de esta tesis aportan información en el m ismo sent ido 

y agregan evidencia que muest ra, por pr imera vez, que las alteraciones del 

sistema inmune tam bién se observan en el SNC. 

En el capítulo I V hemos visto que animales adultos expuestos a VPA 

muest ran un aumento en la densidad de m icroglia en el cerebelo y en CA1, 

sumado a un aumento en el tamaño de estas células en todas las zonas 

estudiadas. Además hemos encont rado que los animales VPA no muest ran 

act ivación de la ast roglia, medida como superficie GFAP-posit iva.  

En cont raposición a esto, existen t rabajos in vitro que indican que el 

VPA promueve la proliferación de los ast rocitos, e inhibe la act ivación de la 

m icroglia y de los macrófagos (Peng et  al., 2005) . Creemos que esta 
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cont radicción es solo aparente, ya que en realidad estamos comparando 

una situación en la que vemos el efecto agudo del VPA en una situación in 

vitro y en el ot ro caso estamos viendo el efecto a largo plazo en una 

situación in vivo. Como mencionamos en la discusión del capítulo I V, esto 

podría explicarse por un mecanismo compensatorio que podría dispararse y 

establecerse durante el desarrollo.  

 

VI.1.6 Modelo de ácido propiónico 

Se ha visto que una inyección int racerebrovent r icular de ácido 

propiónico (PPA)  en ratas adultas causa movim ientos repet it ivos y 

anormales, altera el comportam iento social y genera convulsiones. El 

análisis histológico reveló también una act ivación de la ast roglia, medida 

como un aumento en la inmunoreact iv idad de GFAP, y act ivación de la 

m icroglia, medida como inmunoreact iv idad para CD68. Ambos resultados 

sugieren un proceso de neuroinflamación (MacFabe et  al., 2007;  Shultz et  

al., 2008;  Shultz et  al., 2009) . Esto también se observa cuando el PPA se 

inyecta en ratas jóvenes:  se encuent ra neuroinflamación en el hipocampo y 

se observa que los animales muest ran un déficit  en el comportam iento 

social y dificultad para revert ir  una asociación aprendida previamente 

(MacFabe et  al. , 2011) . Si consideramos estos resultados junto a los 

resultados del capítulo V podemos sugerir fuertemente que la 

neuroinflamación en el SNC, cualquiera sea la causa por la que se 

desarrolla, estaría cont ribuyendo a los síntomas del desorden, al menos en 

cuanto al déficit  en el comportam iento social y, probablemente, alterando 

ot ros procesos neuronales aún en la adultez.  

 

VI .2 Conclusiones finales 

 

La manipulación de citoquinas ha br indado numerosos ejemplos de que 

las alteraciones en el sistema inmune afectan el comportam iento. Se ha 

visto que un aumento en los niveles de la citoquina proinflam atoria I L-6 
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(por ejemplo, inducida por la AI M)  altera el comportam iento y ocasiona 

cambios en la expresión génica del cerebro en las cr ías (Smith et  al., 2007) . 

La inyección de I L-6 por sí sola es suficiente para producir comportam ientos 

anormales en animales expuestos a la AIM e, inversamente, si se bloquea la 

expresión de I L-6 durante una AI M, los animales no muest ran diferencias en 

el comportam iento con respecto a animales cont rol. Hemos mencionado que 

la sobreexpresión de TGF-┚1 tiene un efecto contrario sobre el 

comportam iento social dependiendo del momento en el que es 

sobreexpresada. Ot ro ejemplo lo const ituye la neuroinflamación causada 

por la inyección de LPS en el cerebelo, que parece tener el m ismo efecto 

sobre el comportam iento social que la neuroinflamación generada por la 

exposición prenatal al VPA. 

Sin embargo, nuest ro est ímulo no es inflamatorio y, a pesar de eso, 

hemos visto las sim ilitudes que muest ra con uno que sí lo es. ¿Cómo es que 

la exposición al VPA puede tener efectos a largo plazo sobre el 

comportam iento, la función del eje HPA y la respuesta inflam atoria tanto a 

nivel per ifér ico como cent ral? Trabajos previos muest ran que el efecto de la 

exposición prenatal al VPA sobre el comportam iento están relacionados con 

la función que t iene esta droga de inhibir  un amplio espect ro de histona 

deacet ilasas (HDACs)   (Kataoka et  al., 2011) . Las HDACs juegan un rol muy 

importante en la regulación de la expresión génica y en la diferenciación 

fenot ípica (Hsieh y Gage, 2005;  Balasubramaniyan et  al.,  2006) . La HDAC1 

se expresa en células madre neurales, progenitores y glia, m ient ras que la 

expresión de la HDAC2 está aumentada en neuroblastos post -m itót icos pero 

no en células de la glia completamente diferenciadas (MacDonald y 

Roskams, 2008) . La modulación de las HDAC en diferentes t ipos celulares y 

en dist intos momentos de maduración podría así conducir a diferentes 

escenarios neuronales. Esto ayudaría a entender por qué una simple dosis 

de VPA el DG12.5, y no a ot ras edades gestacionales (Kim  et  al. , 2011) , 

resulta en una reducción en la sociabilidad de roedores, sugir iendo que el 

VPA actúa durante una ventana temporal crít ica, alterando el desarrollo 

normal de circuitos cerebrales que regulan este comportam iento. Esto 

también explicaría el hecho de que el VPA en la adultez puede incluso 
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mejorar los síntomas relacionados con el DEA en ratones expuestos a VPA 

prenatalmente (Foley et  al., 2012) . 

La met ilación de histonas es ot ro mecanismo epigenét ico im portante, 

que puede regular la t ranscr ipción génica, los programas génicos de 

desarrollo y el fenot ipo celular (Hsieh y Gage, 2005;  Mosammaparast  y Shi, 

2010;  Tung y Winn, 2010) . Del m ismo modo que la acet ilación de histonas, 

se ha propuesto también como un mecanismo dinám ico, reversible e 

importante en cuanto a los efectos del VPA (Tung y Winn, 2010) .  

 En línea con esto, hipotet izamos que esta alteración en los niveles de 

acet ilación o met ilación de histonas específicamente en algunos t ipos 

celulares en el cerebro podría alterar la expresión génica y, por lo tanto, 

alterar el desarrollo del cerebro. Las alteraciones comportamentales y los 

dist intos niveles de neuroinflamación observados podrían resultar de estos 

efectos epigenét icos del VPA. Exper im entos de ot ros integrantes del 

laborator io sobre las posibles alteraciones epigenét icas cont r ibuirán a 

evaluar esta hipótesis. 

 

Tomando en cuenta todos los modelos analizados y los resultados de 

esta tesis, nosot ros creemos que dist intos factores están confluyendo en 

una alteración de la funcionalidad de la m icroglia. Esta alteración puede ser 

causada por un aumento de citoquinas pro- inflamator ias (AIM) , ant i-

inflamator ias ( inyección de TGF-┚1), por factores genéticos (cepa BTBR y 

modelos genét icos en general) ,  epigenét icos (VPA) , metabólicos (PPA)  y 

probablemente por ot ros factores que aun no hemos ident if icado. Como 

consecuencia, se modifica la homeostasis celular y los mecanismos que se 

ven afectados dependen del momento o la duración que tenga el factor que 

está causando la alteración. En todos los casos, ocasiona cambios en la 

expresión génica, que, en últ ima instancia, son los responsables de algunos 

de los síntomas comportamentales observados. 

I ntentando encont rar una explicación conceptual que contemple la 

var iedad y cant idad de alteraciones observadas a múlt iples niveles, el grupo 
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del Dr. Dan Geshwind (UCLA)  realizó un t rabajo sobre el análisis del 

t ranscriptoma que revela que el desorden ocurr ir ía por alteraciones 

moleculares convergentes (Voineagu et  al. , 2011) . I dent if icaron genes que 

se expresan diferencialmente e invest igaron la relación funcional ent re ellos. 

Encont raron así dos módulos de expresión de genes asociados al aut ismo 

que podrían actuar en conjunto, interrumpiendo el normal desarrollo del 

cerebro. El pr imer m ódulo de expresión diferencial de genes fue llamado 

“módulo neuronal”. Estos genes most raron menor expresión en personas 

con DEA y son genes involucrados en la función sinápt ica, el t ransporte 

vesicular y las proyecciones neurales. El segundo modulo fue un módulo 

llamado “modulo glial”, su expresión se encont ró aumentada en las 

personas con DEA, y son genes marcadores de glia e involucrados en la 

función inmune. A fin de evaluar si las diferencias en la expresión génica 

reportadas en este t rabajo eran genét icas o inducidas ambientalmente, 

realizaron un  estudio de asociación del genoma completo (en inglés, 

Genome-wide association study)  de una base de datos ya publicada (Wang 

et  al., 2009) . Vieron que los genes del módulo neuronal estaban 

fuertemente relacionados con factores genét icos reportados para el aut ismo 

y los clasificaron como “cambios primarios”. En cont raposición, los genes 

del módulo glial, que most raban un cambio en su expresión como resultado 

de procesos no genét icos, sino adaptat ivos o ambientales, fueron 

clasificaron como “cambios secundarios”.   

La pregunta que nos propusimos responder en esta tesis fue cuál es el 

rol de las alteraciones inmunes en la apar ición de comportam ientos 

relacionados con el aut ismo. Creemos haberla respondido de manera inicial,  

abriendo el cam ino para generar nuevas preguntas. Ya mencionamos la 

validez que t iene el modelo de exposición a VPA, creemos que seguir  

t rabajando con él podría ayudar a dilucidar en qué momento del desarrollo 

los factores inflamatorios están actuando, cuáles son los procesos que están 

siendo alterados y de qué manera afectan la expresión de los 

comportam ientos relacionados con el aut ismo.  
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La posibilidad de poder ident if icar un denominador común en un 

desorden altamente var iable y de causas tan heterogéneas, representaría 

un gran avance, ya que este común denominador podría convert irse en un 

posible blanco de terapias o t ratam ientos que puedan mejorar, al menos, 

algunos de los síntom as observados.  
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Altered Peripheral and Central Inflammatory Responses in a Mouse
Model of Autism

Luciana Lucchina and Amaicha Mara Depino

Increasing clinical and experimental evidence links immune and inflammatory alterations with the pathogenesis of

autism spectrum disorders (ASD). Autistic individuals show signs of neuroinflammation, altered inflammatory responses,

and immune abnormalities throughout life. Mice injected subcutaneously with 600 mg/kg valproic acid (VPA600) at

gestational day 12.5 show reduced social interaction in adulthood (at 8 weeks of age), and they have been proposed as

a mouse model of autism. Here, we show that these adult animals present signs of chronic glial activation in the

hippocampus and the cerebellum. Moreover, when they are challenged with a peripheral inflammatory stimulus

(intraperitoneal lipopolysaccharides, LPS), VPA600 animals show an exacerbated inflammatory response. Two hours after

LPS injection, VPA600 animals secrete more corticosterone to the blood than control mice, and show an increase in the

levels of expression of proinflammatory cytokines in the spleen. After LPS challenge, VPA600 mice also show signs of

increased neuroinflammation compared with control mice: they have more microglial cells in the hippocampus, and

they show higher levels of proinflammatory cytokines in the cerebellum. Our results provide evidence of basal

neuroinflammation and an altered inflammatory response in the VPA model of autism. We propose that this model can

be used to evaluate the contribution of inflammatory reactivity to autism-related behaviors. These studies will contribute

to elucidate the role of the inflammatory alterations observed in ASD individuals. Autism Res 2013, ••: ••–••. © 2013

International Society for Autism Research, Wiley Periodicals, Inc.

Keywords: valproic acid; cytokines; microglia; astroglia; hypothalamus–pituitary–adrenal axis; behavior

Introduction

Autism spectrum disorders (ASD) are characterized by an

impairment in social interactions, communication defi-

cits, and restricted repetitive and stereotyped interests

and behaviors [American Psychiatric Association, 2000].

The number of individuals diagnosed with ASD has

increased in recent years, and it is reported to be as high

as 9 per 1000 newborns [Centers for Disease Control and

Prevention, 2009; Rutter, 2005]. Due to this increase in

the prevalence of ASD and the general aging of society, it

can be expected that the number of adult individuals

with ASD will increase significantly in the next 20 years.

However, most clinical and experimental studies have

focused on the early processes that contribute to ASD

symptoms, and only few reports are aimed at understand-

ing the biological life-lasting alterations in ASD, and how

they contribute to the pathophysiology of autism.

Both peripheral and brain inflammation have been

associated with autism [reviewed in Depino, 2013; Onore,

Careaga, & Ashwood, 2012; Patterson, 2011]. These

immune alterations are not restricted to the perinatal

period, but they seem to persist throughout life. Periph-

eral blood mononuclear cells and lymphoblasts from

autistic children secrete more proinflammatory cytokines

(particularly IL-1β, IL-6, and TNF-α) both basally [Malik

et al., 2011] and after stimulation with bacterial endo-

toxin component lipopolysaccharides (LPS) [Jyonouchi,

Sun, & Le, 2001] when compared with controls. More-

over, postmortem studies have shown that ASD subjects

present neuroinflammation in various regions of the

brain [Vargas, Nascimbene, Krishnan, Zimmerman, &

Pardo, 2005], and that the neocortical transcriptome of

autistic individuals reflects a strong immune response

[Garbett et al., 2008]. However, the causes and conse-

quences of these immune alterations have not been

extensively explored.

Cytokines modulate normal neuronal function and

behavior [Yirmiya & Goshen, 2011], and the bidirectional

communication between the immune system and the

brain is essential for the appropriate physiological and

behavioral responses to infection [McCusker & Kelley,

2013]. However, chronic peripheral inflammation and

abnormal inflammatory responses in the brain can lead

to cognitive dysfunction, prolonged sickness behavior,

and depression-like behavior. We can then hypothesize
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that altered inflammatory function and chronic glial acti-

vation in ASD could at least in part be responsible for the

characteristic alterations in behavior observed.

ASD individuals are prone to suffer from chronic gastro-

intestinal disturbances [Hornig et al., 2008; Parracho,

Bingham, Gibson, & McCartney, 2005; Wang, Tancredi, &

Thomas, 2011], and these and other long-lasting inflam-

matory processes could underlie the immune alterations

observed in ASD. Alternatively, autistic individuals can

have an abnormal immune system, which would in turn

make them more prone to chronic infection and autoim-

mune disorders. Recent studies in mice have shown

indeed that maternal immune activation can alter the

behavior of the offspring, resulting in reduced sociability

and other behaviors related to autism [Malkova, Yu, Hsiao,

Moore, & Patterson, 2012]. Moreover, these animals also

show immune dysregulation [Hsiao, McBride, Chow,

Mazmanian, & Patterson, 2012]. This goes in line with the

clinical evidence linking perinatal infection with autism

[reviewed in Depino, 2013]. However, other proposed

genetic and environmental etiological factors could either

affect immune function or make the subjects more suscep-

tible to infection and disease.

Our aim here was to characterize the peripheral and

central inflammatory responses in a non-inflammatory

model of autism. To this aim, we chose to study the

valproic acid (VPA) model of autism in mice. Clinical

evidence associated the prenatal exposure to the anti-

epileptic drug VPA to a high incidence of autism [Moore

et al., 2000]. Following that evidence, different studies

have shown that prenatal exposure to 600 mg/kg VPA at

the gestational day (GD) 12.5 results in reduced sociabil-

ity in the rat [Kim et al., 2011; Schneider & Przewlocki,

2005] and in the mouse [Wagner, Reuhl, Cheh, McRae, &

Halladay, 2006]. Similarly, children prenatally exposed to

VPA showed poor social interaction and communication

skills [Moore et al., 2000]. Therefore, this pharmacologi-

cal treatment is considered to be an animal model of

autism, showing construct and face validity.

Here, we used this mouse model to characterize the basal

inflammatory state and the response to an acute inflam-

matory stimulus, both in the periphery and in the brain.

We show that animals prenatally exposed to VPA show

reduced social interaction and increased anxiety-related

behavior in the elevated plus maze (EPM). Moreover, they

present evidence of long-lasting glial activation in the

hippocampus and the cerebellum, and they respond in an

exacerbated way to an inflammatory stimulus.

Methods
Animals

BALB/cAnNCr1 (BALB/c, Charles River, Wilmington, MA,

USA) and C57BL/6J (C57, The Jackson Laboratory, Bar

Harbor, Maine, USA) strains were bred for several genera-

tions in the animal house at the Leloir Institute (Buenos

Aires, Argentina). To obtain F1 hybrid offspring, BALB/c

females were mated with C57 males at 8–12 weeks of age.

Analysis of F1 hybrid mice has been advised due to the

facts that they are genetically and phenotypically

uniform, and that they possess hybrid vigor [Banbury

Conference, 1997]. Each male mouse was bred with one

nulliparous female. Female mice were controlled daily

and placed in a single cage when a vaginal plug was

observed. This day was considered GD0.5. At GD12.5,

pregnant mice were injected subcutaneously with 400 or

600 mg/kg of valproic acid sodium salt in saline solution

(VPA; Sigma, St. Louis, MO, USA). Control animals were

injected with saline solution (CON). The day of parturi-

tion was defined as postnatal day (PD) 0. The litters were

culled to 10 pups and weaned at PD21 in cages contain-

ing four to six animals. Only the male mice were studied.

Offspring belonging to the same treatment group were

mixed at weaning to reduce the litter effect. Two inde-

pendent cohorts were used, with a total of 5–6 litters per

each prenatal treatment. For each experimental group, 20

mice were studied. To reduce the number of animals used,

the response to an inflammatory stimulus was studied in

the same groups of animals that were subjected to behav-

ioral analysis.

All animals had water and food ad libitum and were

housed on a 12:12 light/dark cycle with lights on at 8:00

am. All animal procedures were performed according to

the regulations for the use of laboratory animals of the

National Institute of Health, Washington, DC, USA (fol-

lowed by the Leloir Institute).

Behavioral Testing

Behavioral testing was performed during the light period

(between 10:00 and 16:00 hr) under dim light illumina-

tion. Mice were 8–10 weeks of age at the beginning of

testing. Tests were separated by 1-week intervals to reduce

inter-test interactions and performed in the order listed

below. Mice were tested in the holding room. After

changing illumination, mice were habituated to it for

45 min prior to the test. After testing, each mouse was

identified and placed in a holding cage until all animals

in a cage were tested. Each apparatus was cleaned with

20% ethanol between sessions. All testing and manual

scoring was performed by an experimenter (L.L.) blinded

to treatment groups.

The social interaction test was performed as previously

described [Depino, Lucchina, & Pitossi, 2011]. Briefly, a

40 × 15 cm black arena divided in three compartments

(side compartments: 15 × 15 cm, central compartment:

10 × 15 cm) was used. Openings that measure 7.5 cm

connected the central and side compartments. A clear

Plexiglass cylinder (7.5 cm of diameter, with several holes

to allow nose contact) was placed in each side compart-
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ment at the beginning of the test. Animals were placed in

the central compartment and allowed to explore for

5 min (habituation). Then, an unfamiliar, young (3 weeks

of age) C57 male mouse (social stimulus) was placed in

one of the cylinders. Social interaction was evaluated

during a 10 min period. The social side was randomly

chosen. The amount of time spent in each compartment

and locomotion data were collected by a video-tracking

system (ANY-maze, Stoelting, IL, USA). The time the

subject spent sniffing the social stimulus (nose inside a

hole of the cylinder) was recorded manually using a key.

The EPM was performed as previously described [Depino

et al., 2011; Depino, Tsetsenis, & Gross, 2008; Lucchina,

Carola, Pitossi, & Depino, 2010]. The maze consisted of

two open and two closed arms (open arms: 30 × 5 cm, 105

lux, surrounded by a 0.5 cm high border; closed arms:

30 × 5 cm, 43 lux, surrounded by 19 cm high walls). The

walls were made of black polyvinyl chloride (PVC) and the

floor of gray PVC. The apparatus was elevated 50 cm above

the floor. Mice were placed into the central platform

(5 × 5 cm, 102 lux) of the maze facing toward an open arm

and allowed to explore the maze for 5 min. Locomotion

data were collected by the ANY-maze system (Stoelting),

and rearing events were scored manually during each

session. We measured two parameters of exploration (total

distance walked and the number of rearing events) and

two anxiety-related variables (time spent in the open arms

and percentage of distance in the open arms).

The open field (OF) test was performed as previously

described [Depino et al., 2008, 2011; Lucchina et al.,

2010]. Mice were placed in an arena (floor: 45 × 45 cm of

gray PVC; walls: 30 cm high of black formic; 30 lux) for

5 min. Animals were initially placed along one side of the

arena, and the center region was defined as the central

23 × 23 cm area. Locomotion data were collected by the

ANY-maze system (Stoelting), and rearing events were

scored manually during each session. We analyzed two

exploratory variables (total distance walked and the

number of rearing events) and two anxiety-related

parameters (time spent in the center and percentage of

distance in the center).

The novel object recognition test was performed as

previously described [Depino et al., 2008, 2011]. Time

exploring each object was measured during each session

(orientation of the animal toward the object with its nose

within 1 cm of the object for a minimum of 1 sec), using

the ANY-maze software (Stoelting).

The tail suspension test was performed as previously

described [Depino et al., 2011]. Animals were suspended

in the air using adhesive tape wrapped around the sub-

ject’s tail (about 4/5 from the base) and fixed to a wire at

25 cm of height from a wooden surface. The time spent

immobile was measured during 5 min. Animals that

learned how to climb their own tails during the test were

removed from the analysis.

The forced swimming test was performed as previously

described [Depino et al., 2011]. Subjects were gently

placed in a beaker glass (diameter, 15 cm; height, 25 cm),

filled with 14 cm of water at room temperature (25°C). The

time spent immobile during 5 min was measured with a

stopwatch. At the end of the test, animals were dried with

a paper towel, and they were placed in a holding cage with

normal bedding. Mice were dry after 20 min.

Adult LPS Challenge

One week after the last behavioral test, animals from

each prenatal treatment were randomly assigned to two

experimental groups: LPS or saline (adult treatment).

Animals were injected intraperitoneally either with

25 μg/kg LPS (Escherichia coli LPS, serotype 0111:B4,

Sigma) or with sterile saline solution (Sal). Two hours

after the injection, animals were deeply anesthetized and

sacrificed. We chose this time as it was previously shown

to be the peak of blood corticosterone levels after LPS

injection [Pitossi, del Rey, Kabiersch, & Besedovsky,

1997]. All LPS and saline injections occurred between

9:00 and 10:00 am to avoid the effect of corticosterone

circadian variations. For corticosterone and cytokines

analysis, trunk blood was collected from the heart,

and then the spleen and brain tissues (hippocampus

and cerebellum) were dissected and snap-frozen in

liquid nitrogen. For immunohistochemical analysis,

animals were perfused as it is described below. To evaluate

whether VPA can activate the hypothalamus–pituitary–

adrenal (HPA) axis, we injected 600 mg/kg VPA or

saline solution, we collected trunk blood 2 hr after

injection, and we performed radioimmunoassay (RIA) as

described.

Corticosterone RIA

RIA was performed on plasma samples as previously

described [Lucchina et al., 2010]. Trunk blood samples

were centrifuged, and the plasma was removed and stored

at −20°C until RIA was performed. Corticosterone was

extracted twice from plasma, using 500 μL and 300 μL of

ether, respectively, and resuspended in 100 μL of buffer B

(0.05 M Tris pH 8, 0.1 M NaCl, 0.1% sodium azide and

0.1% BSA). The assay was carried out following the RIA

protocol provided by the anti-corticosterone antibody

manufacturer (C8784, Sigma) using 3H-corticosterone

(1,2,6,7-3H(N)-corticosterone, Perkin-Elmer, Waltham,

MA, USA). The lower limit of detection of the assay was

12.5 pg corticosterone.

Real-Time RT-PCR

RNA isolation and reverse transcription were performed as

previously described [Depino, Ferrari, Pott Godoy, Tarelli,
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& Pitossi, 2005]. Comparative quantitation by real-time

RT-PCR was performed for each cytokine using the SYBR-

green I fluorescence method, with Rox as passive reference

dye [Depino et al., 2011]. Stratagene MxPro TM QPCR

software and Stratagene Mx3005P equipment were used

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Primers and product size are presented in Table 1. A

standard curve was performed for each molecule along-

side with the samples, and used to transform Ct values to

cDNA dilution values. cDNA levels of cytokines were then

normalized with the cDNA level of β2-microglobulin in

the same sample. We used β2-microglobulin as house-

keeping gene because its expression was not altered by

the treatments (data not shown). Results were confirmed

by normalization with β-actin, with the exception of the

hippocampus, where this house-keeping gene showed

effects of both prenatal and adult treatments (data not

shown). All samples were run in triplicate. Specificity was

controlled by melting curves and electrophoresis in

agarose gels. Values are expressed as percentage of the

CON-Sal group.

Immunohistochemistry

Animals were deeply anesthetized and transcardially per-

fused with heparinized saline followed by cold 4%

paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH = 7.2).

After removing the brains, they were placed in the same

fixative for 4–5 hr at 4°C. Then, the brains were

cryoprotected by immersion in 30% sucrose, frozen in

isopentane, and 40 μm-thick serial sections were

obtained in a cryostat. The brains were sectioned in the

coronal plane, whereas the cerebella were sectioned in

the sagittal plane.

For immunohistochemical identification of microglial

and astroglial cells, every 12th section (each 440 μm

apart) was processed as previously described [Depino

et al., 2011]. Briefly, free-floating sections were treated

with 2% H2O2 in methanol for 10 min, and nonspecific

protein binding was blocked by the incubation with 1%

normal donkey serum in Tris-buffered saline (TBS) for

1 hr (containing 1% of triton for microglia and 0.1% for

astroglia). Sections were incubated with primary anti-

bodies rat anti-mouse CD11b (1:500, Serotec, Oxford,

UK) or rabbit anti-glial fibrillary protein (GFAP) (1:700,

DAKO, Glostrup, Denmark), overnight at room tempera-

ture. Anti-rat and anti-rabbit biotinylated secondary

antibodies (Jackson Laboratories, West Grove, PA, USA)

followed by Vectastain standard ABC kit (Vector Labora-

tories, Burlingame, CA, USA) were used. For each brain

structure, three sections per animal were analyzed for

each marker.

Stereological Analysis

Stereological quantifications were performed by an

observer (L.L.) blinded to the treatment using a Nikon

Eclipse E600 microscope and a CX900 video camera

(MicroBrightField Inc., Williston, VT, USA), with the aid

of the Stereo Investigator image analysis software

(MicroBrightField Inc.). The optical fractionator method

[West, Slomianka, & Gundersen, 1991] was employed to

estimate the number of microglial cells in the cerebellum,

and in the molecular layer, granular cell layer, and hilus of

the dentate gyrus (DG) of the hippocampus. Zones were

delineated with the tracing function of the Stereo Investi-

gator software using a 10 × magnification objective (0.4

NA), according to a mouse brain atlas [Paxinos & Franklin,

2001]. A preliminary population estimate was performed

to determine the desired parameters. We used a

50 × 50 × 10 μm counting frame and a 150 × 150 μm sam-

pling grid to analyze the cerebellum, and a 70 × 70 × 9 μm

counting frame and a 200 × 200 μm sampling grid for the

various areas of the hippocampus. Guard zones were 2 μm.

The CD11b-positive cells were counted using a 60X oil

lens, following the unbiased sampling rule [Howard &

Reed, 2005], and included in the measurement when they

came into focus within the optical dissector. The cellular

body size was measured with the Nucleator probe. Five

isotropic rays were used to determine the soma volume.

For the analysis, the number and volume of cells and the

volume of the brain region were taken into account for

each animal and averaged per group.

Estimation of GFAP-Positive Area

Sections were analyzed under an Olympus microscope

(Center Valley, PA, USA), and digital images were obtained

Table 1. Primers Used in Real-Time RT-PCR Analyses and Expected Product Sizes

Molecule 5' primer 3' primer

Product

size

IL-1β TTGACGGACCCCAAAAGATG AGAAGGTGCTCATGTCCTCA 204

IL-6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA TGTACTCCAGGTAGCTATGG 208

TNF-α TCTCATCAGTTCTATGGCCC GGGAGTAGACAAGGTACAAC 212

TGF-β1 TGACGTCACTGGAGTTGTACGG GGTTCATGTCATGGATGGTGC 170

β2m TGACCGGCTTGTATGCTATC CAGTGTGAGCCAGGATATAG 222
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using a 10 × magnification lens, with an Infinity2 camera

and the Infinity Capture software (Lumera Corporation,

Ottawa, ON, Canada). The percentage of the area immu-

noreactive for GFAP was measured in digital images

with the aid of the ImageJ software [Rasband,

1997–2009] as previously described [Depino et al.,

2011]. Briefly, the threshold was manually set so that all

immunostained cells were selected. Then, the percent-

age of the area occupied by astrocytes was measured in

each region studied.

Stereotaxic Injections

Adult male mice were anesthetized with ketamine

chlorhydrate (80 mg/kg) and xylazine (8 mg/kg). Ten

micrograms of LPS in 1 μL were administered with a

50-μm tipped finely drawn glass capillary. Control mice

received 1 μL of saline solution. The stereotaxic coordi-

nates were as follows: bregma, −6.9 mm; ventral, −1 mm.

For lobules VI–VII, we leveled the skull by aligning the

tooth bar to the ear bars. For lobules IV–V, we adjusted

the tooth bar 3 mm lower than the ear bars. Eight

animals per group were injected.

Animals were kept in a cage placed over a heating pad

until they woke up. Twenty-four hours after injection,

mice were evaluated in the social interaction test and

weighed. After testing, animals were perfused and their

cerebella analyzed for glial activation as previously

described. We verified the site of injection in each animal

using Nissl-stained tissue and removed from the analysis

those animals in which the corresponding lobule was not

targeted.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with the aid of the

Statistica software (version 7, StatSoft Inc., Tulsa, OK,

USA). One-way or two-way analysis of variance (ANOVA)

was performed, followed by Tukey’s multiple compari-

sons test. In all cases, statistical significance was assumed

where P < 0.05. Data are presented as mean ± SEM.

Results
Prenatal Exposure to VPA Results in
Autism-Related Behaviors

In order to characterize the effects of prenatal exposure to

VPA on the inflammatory response, we first confirmed

the behavioral phenotype of the model by comparing

control mice (CON) with mice exposed to 600 mg/kg VPA

(VPA600, a dose previously shown to result in reduced

social interaction) and with mice exposed to a lower

dose of 400 mg/kg (VPA400). We observed no effect of

VPA treatment on the length of gestation or on the

number of pups per litter (data not shown). Moreover,

unpublished data from our lab shows that VPA does

not alter maternal behavior, and we found that all

mice gained weight similarly during the first postnatal

week [weight at PD7, CON 3.87 ± 0.19 g, VPA400 4.30 ±

0.15 g, VPA600 3.93 ± 0.11 g; ANOVA F (2, 57) = 2.269,

P = 0.113]. In summary, we found no strong effect of VPA

on mice development.

When mice reached adulthood (at the eighth postnatal

week), we started the behavioral analysis.

Social interaction deficits. All animals showed the

same levels of total locomotion in the social interaction

test (SI), both in the habituation stage [F(2, 44) = 2.498,

P = 0.094] and in the social interaction stage [F(2,

44) = 2.011, P = 0.146; Fig. 1A]. Although all animals

showed preference for the social compartment during the

social interaction stage (Fig. 1B), we observed a signifi-

cant effect of prenatal treatment with VPA on the time

that animals spent interacting with the stimulus mouse

[F(2, 44) = 5.447, P = 0.008], with VPA600 animals spend-

ing less time sniffing the stimulus than CON mice

(Fig. 1C). This effect was not due to a general neophobic

response, as VPA600 and CON mice responded in a

similar manner to a novel object in the novel object

recognition test [time exploring the novel object, CON

136.2 ± 9.5 sec, VPA600 126.9 ± 13.3 sec, t(30) = 0.554,

P = 0.583]. A lower VPA dose (400 mg/kg) showed an

intermediate response in the time spent sniffing the

stimulus mouse (Fig. 1C).

Anxiety-related behavior. As mood disorders and

anxiety disorders show a high comorbidity with ASD

[American Psychiatric Association, 2000; Hofvander

et al., 2009], we also studied anxiety- and depression-

related behaviors in mice exposed to VPA. To assess

anxiety-related behavior, we performed the EPM and the

OF tests. For the EPM, ANOVA showed that VPA400 and

VPA600 offspring walked less [F(2, 50) = 5.565, P = 0.007;

Fig. 1D]. Moreover, VPA600 showed less vertical explora-

tions [CON 11.50 ± 1.02, VPA400 13.78 ± 1.16, VPA600

8.88 ± 1.25; F(2, 50) = 4.536, P = 0.016]. VPA600 mice

spent less time in the open arms [F(2, 50) = 4.551,

P = 0.015; Fig. 1E] and showed a reduced percentage of

distance walked in the open arms [F(2, 50) = 5.066,

P = 0.010; Fig. 1F].

For the OF, ANOVA showed no differences between

groups in the total distance walked, the time spent in the

center, or the percentage of distance walked in the center.

Only a significant effect on the number of vertical explo-

rations was observed, with VPA400 and VPA600 showing

a significantly reduced number of events [CON

33.26 ± 1.95, VPA400 25.37 ± 1.92, VPA600 24.44 ± 1.55;

F(2, 53) = 7.107, P = 0.002]. In summary, VPA600 mice

showed an increased anxiety-related phenotype in the

EPM, but not in the OF.

5Lucchina and Depino/Inflammation in a mouse model of autismINSAR



Depression-related behavior. We evaluated immobil-

ity in the forced swimming and tail suspension tests, a

variable that is affected by rodent treatment with anti-

depressant drugs and which has been interpreted as

“behavioral despair.” VPA600 mice spent the same

amount of time immobile in these tests when compared

with CON mice [forced swimming test, CON 231.5 ±

5.5 sec, VPA600 231.1 ± 3.2 sec, t(31) = 0.064, P = 0.949;

tail suspension, CON 90.6 ± 8.3 sec, VPA600 116.4 ±

16.5 sec, Welch-corrected t(23) = 1.398, P = 0.175).

Mice Prenatally Exposed to VPA Show an Exacerbated
Peripheral Inflammatory Response to LPS

To examine whether the prenatal exposure to VPA could

induce changes in the peripheral inflammatory response,

we injected LPS or saline intraperitoneally in adult

animals (adult treatment) and we evaluated the inflam-

matory response 2 hr later. Intraperitoneal injection of

LPS has been extensively used to mimic bacterial infec-

tion, and has been widely used to study acute inflamma-

tory responses in the periphery and in the brain [Pitossi

et al., 1997]. In particular, we measured plasma corticos-

terone levels and the expression of cytokines in the

spleen (a classical peripheral site of cytokine production).

Two-way ANOVAs were performed with prenatal treat-

ment (three levels: CON, VPA400, and VPA600) and adult

treatment (two levels: Sal and LPS) as independent vari-

ables. We observed an interaction between prenatal and

adult treatments in the levels of plasma corticosterone

[F(2, 20) = 5.874, P = 0.009]. For Sal animals, there were

no differences in the levels of corticosterone between

VPA-exposed and CON adult offspring. The injection of

LPS activated the HPA axis in all animals, but this

response was exacerbated in VPA600 mice (Fig. 2A).

As it has been shown that prenatal inflammatory

stimuli can result in long-lasting alterations in behaviors

related to ASD [Malkova et al., 2012], that and early life
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Figure 1. Prenatal exposure to valproic acid (VPA) results in increased autism- and anxiety-related behaviors in adult mice. In the social

interaction test, animals show similar levels of exploration during the social interaction test (A) and preference for the social compart-

ment (B), but they spend less time sniffing the social stimulus (C). VPA-exposed mice also show increased anxiety-related behavior in

the elevated plus maze (EPM): VPA 400 and VPA600 animals explore less the EPM (D), and VPA600 mice spend less time (E) and walk less

(F) in the open arms. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Tukey’s multiple comparison test. Mean ± SEM. Ns are shown in each bar. S,

social compartment; C, central compartment; NS, non-social compartment.
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inflammation can also result in altered HPA function

[Shanks et al., 2000], we asked whether VPA could actu-

ally elicit an inflammatory response in mice. To test for

this, we injected adult mice with 600 mg/kg of VPA or

saline solution, and collected trunk blood 2 hr after

injection. We found no effect of VPA on the levels of

plasma corticosterone [Saline 64.2 ± 13.2 ng/mL, VPA

83.7 ± 41.7 ng/mL; t(6) = 0.55, P = 0.60].

LPS elicited the expression of IL-1β, IL-6, and TNF-α in

the spleen of all animals [adult treatment effect: IL-1β,

F(1, 24) = 52.263, P < 0.001; IL-6, F(1, 24) = 145.781,

P < 0.001; TNF-α, F(1, 24) = 79.046, P < 0.001; Fig. 2B–D]

and reduced the expression of TGF-β1 [F(1, 24) = 10.600,

P = 0.003; Fig. 2E]. In addition, IL-6 also showed an effect

of prenatal treatment [F(2, 24) = 7.434, P = 0.003] and

an interaction between treatments [F(2, 24) = 8.008,

P = 0.002]. VPA400 and VPA600 mice challenged with

LPS showed higher IL-6 mRNA levels in the spleen than

CON mice after the inflammatory stimulus (Fig. 2C).

Mice Prenatally Exposed to VPA Show Signs of Glial
Activation and Exacerbated Central Inflammatory Responses
to a Peripheral LPS Challenge

We analyzed the effect of prenatal VPA exposure and

adult LPS challenge on the extent of astroglial and

microglial activation in two brain regions linked to

autism-related behaviors in the mouse (namely, social
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Figure 2. Mice prenatally exposed to valproic acid (VPA) show increased peripheral responses to an inflammatory stimulus.

(A) Lipopolysaccharide (LPS) activates the hypothalamus–pituitary–adrenal axis, but the amount of plasma corticosterone is higher in

VPA600 mice. N = 4–5 per group. In the spleen, LPS increases the expression of proinflammatory cytokines and reduces the expression

of the anti-inflammatory cytokine TGF-β1. All animals show increased levels of IL-1β (B), IL-6 (C), and TNF-α (D) upon LPS challenge. The

increase of IL-6 was exacerbated in VPA-exposed mice. There was a general reduction in the levels of TGF-β1 after LPS challenge
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interaction and repetitive behaviors): the hippocampus

[Depino et al., 2011] and the cerebellum [DeLorey,

Sahbaie, Hashemi, Homanics, & Clark, 2008; Martin,

Goldowitz, & Mittleman, 2010]. In a preliminary study,

we evaluated which area within each structure to quan-

tify, considering whether qualitative differences were

observed and if the structure showed a homogeneous

pattern of glial cells or if it was more appropriate to create

subdivisions. In all cases, two-way ANOVA (prena-

tal × adult treatments) and Tukey’s post-hoc tests are

reported.

Hippocampus. Three different subareas of the DG of

the hippocampus were analyzed: the molecular layer,

the granular cell layer, and the hilus. In the molecular

layer, stereological quantification of microglia showed

effects of both prenatal treatment [F(2, 15) = 4.032,

P = 0.040] and adult treatment [F(1, 15) = 8.331,

P = 0.011] in a two-way ANOVA. The density of microg-

lial cells in this region was higher in VPA600 than CON

mice, when they had been challenged with LPS 2 hr

earlier (Fig. 3A and Fig. S1A). The area occupied by

astrocytes was also affected by the prenatal [F(2,

18) = 4.689, P = 0.023] and the adult treatments [F(1,

18) = 10.889, P = 0.004]. There was a general increase in

the GFAP-positive area in animals challenged with LPS

(Fig. 3E). In the granular cell layer of the DG, we

observed an effect of adult treatment on the density of

microglial cells [F(1, 15) = 7.277, P = 0.017]. VPA600

mice injected with LPS showed a tendency to increased

number of microglial cells when compared with VPA600

animals injected with saline (P = 0.051; Fig. 3B). In this

region, we observed the effects of both prenatal [F(2,

18) = 3.599, P = 0.048] and adult treatments [F(1,

18) = 29.712, P < 0.001] on the extension of the GFAP-

positive area. In VPA400 and VPA600 mice, the LPS

challenge increased the area occupied by astrocytes,

something that was not observed in CON-LPS mice

(Fig. 3F). In the hilus, the analysis of microglia showed

effects of both prenatal [F(2, 15) = 6.879, P = 0.008] and

adult treatments [F(1, 15) = 7.720, P = 0.014). Only

VPA600 mice showed increased microglial cell density

upon a peripheral LPS challenge (Fig. 3C). In this

region, the area occupied by astrocytes was only affected

by the adult treatment [F(1, 18) = 21.337, P < 0.001].

There was a general increase in the GFAP-positive area

after LPS injection that reached statistical significance

for the VPA400 group (Fig. 3G and Fig. S2A).

In the CA1 of the hippocampus, the density of microg-

lial cells was affected by both the prenatal [F(2,

15) = 22.135, P < 0.001] and the adult treatments [F(1,

15) = 18.650, P < 0.001]. Prenatal exposure to 600 mg/kg

VPA resulted in more microglial cells in this region, and

the adult challenge with LPS further augmented the

number of these cells in these animals (Fig. 3D and

Fig. S1B). In the CA1, the percentage of GFAP-positive

area showed an interaction between prenatal and adult

treatments [F(2, 18) = 7.407, P = 0.004]. CON mice

showed an increase in the GFAP-positive area after the

injection of LPS in adulthood, but in VPA400 and VPA600

animals this effect was not observed (Fig. 3H and

Fig. S2B).

When we analyzed the size of the soma of microglial

cells present in the hippocampus, we observed that both

the prenatal [F(2, 15) = 12.308, P < 0.001] and the adult

treatments [F(1, 15) = 45.456, P < 0.001] affected this

parameter. Prenatal exposure to 400 mg/kg VPA and adult

LPS challenge increased the size of the microglial cell

body (Fig. 3I), suggesting that these stimuli turn these

cells to a more activated state.

Cerebellum. Microglial cells showed a homogeneous

distribution through the molecular, granular, and pyra-

midal layers of the cerebellum, and they were mostly

excluded from the white matter. For this reason, the

white matter was not included for quantification, and

the other layers were stereologically sampled for estima-

tion of microglial cell number. We observed an interac-

tion between prenatal and adult treatments [F(2,

18) = 5.849, P = 0.011] in the density of microglial cells

in the cerebellum. VPA600-Sal mice showed higher

density of microglial cells than CON-Sal animals

(Fig. 4A and C). When animals were challenged with

LPS, we detected a significant increase in the number of

these cells in CON animals. However, after LPS, all

animals showed similar densities of microglial cells, sug-

gesting that the effects of prenatal and adult treatments

were not additive, or that there is a ceiling effect that

prevents further increases in VPA600 mice. However,

the size of the soma was only affected by the adult treat-

ment [F(1, 18) = 27.676, P < 0.001]. LPS significantly

increased the size of the microglial cells soma in

animals prenatally exposed to 600 mg/kg VPA, suggest-

ing activation of these cells in this experimental group

(Fig. 4B).

GFAP-positive cells show a very characteristic distribu-

tion in the cerebellum: the cell bodies of Bergmann’s glial

cells are allocated among the cell bodies of Purkinje cells,

and they project their processes across the molecular

layer. We, therefore, delimitated two areas: the molecular

layer (including the cell bodies of Bergmann’s glial cells)

and the granular cell layer. In the molecular layer, a

two-way ANOVA showed an effect of the adult treatment

on the percentage of area occupied by astrocytes [F(1,

17) = 7.815, P = 0.012] due to a general decrease in this

area in LPS-injected mice (Fig. 4D). VPA and LPS treat-

ments did not affect the percentage of GFAP-positive area

in the granular cell layer (Fig. 4E). We then studied

whether the analysis of the whole cerebellum was obscur-

ing alterations in the GFAP-positive area in specific

INSAR8 Lucchina and Depino/Inflammation in a mouse model of autism
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lobules of this structure. When we analyzed the area

occupied by astrocytes in the different lobules, we

observed a significant interaction between treatments in

the granular cell layer of lobule VII [F(2, 17) = 8.747,

P = 0.002] due to an increase in this value in animals

prenatally exposed to VPA (Fig. 4G and Fig. S3). This

effect was not observed in the molecular layer (Fig. 4F),

and no differences were observed in the other lobules

(data not shown).

Analysis of Cytokine Expression in the Brain of Mice
Prenatally Exposed to VPA after a Peripheral
Challenge with LPS

To further characterize the glial activation in our model,

we analyzed the expression of cytokines in the hippocam-

pus and the cerebellum, both in unchallenged animals

and upon the peripheral challenge with LPS. Previous

reports have shown that peripheral LPS can induce

cytokine expression in the brain [Pitossi et al., 1997]. In all

cases, two-way ANOVA (prenatal × adult treatments) fol-

lowed by Tukey’s post-hoc test were performed.

In the hippocampus, IL-1β and IL-6 expression

showed an effect of adult treatment [IL-1β, F(1, 24)

= 9.431, P = 0.005; IL-6, F(1, 24) = 93.954, P < 0.001].

LPS-injected animals showed an increase in the expres-

sion of these cytokines, an effect that was more evident

for IL-6 (Fig. 5A and B). TNF-α expression showed a

different profile, evidencing an interaction between

treatments [F(2, 22) = 13.682, P < 0.001]. CON animals

showed a significant increase of hippocampal TNF-α

mRNA expression when they were injected with LPS in

adulthood, while this effect was blunted in VPA-exposed

animals, both in VPA400 and VPA600 mice (Fig. 5C). For

the anti-inflammatory cytokine TGF-β1, we found a

general effect of prenatal treatment [F(2, 21) = 4.826,

P = 0.019], with VPA600 animals expressing reduced

levels of this cytokine regardless of the adult treatment

(Fig. 5D).

In the cerebellum, IL-1β expression showed an effect

of adult treatment [F(1, 23) = 7.300, P = 0.013], particu-

larly evident in VPA600 mice (Fig. 5E). Indeed, VPA600-

LPS mice showed a tendency to increased IL-1β

expression, when compared with VPA600-Sal group

(P = 0.053). IL-6 and TNF-α expression showed similar

profiles in the cerebellum. We observed interactions

between prenatal and adult treatments for both

cytokines [IL-6, F(2, 23) = 16.044, P < 0.001; TNF-α, F(2,

23) = 10.371, P < 0.001]. The increase in cerebellar IL-6

and TNF-α mRNA expression upon LPS challenge was

exacerbated in VPA600 mice (Fig. 5F and G). TGF-β1

expression in the cerebellum was not affected by neither

prenatal nor adult treatments (Fig. 5H).

Figure 4. Mice prenatally exposed to valproic acid (VPA) show increased glial activation in the cerebellum. VPA animals have more

microglial cells in the cerebellum (A), and these cells show a more activated morphology upon the lipopolysaccharide challenge (B). In

(C), we show representative images of immunohistological staining with antibody against CD11b in the lobule VII. Scale bar: 100 μm. No

differences on the percentage of GFAP-positive area were observed in the molecular layer (ML, D) or the granular cell layer (GCL, E) of the

cerebellum. When the analysis was circumscribed to lobule VII, no differences among groups were observed in the ML (F), but VPA-exposed

animals showed an increment on this area (G). N = 3–4 per group. Tukey’s multiple comparison test: **P < 0.01 vs. the corresponding Sal

group; #P < 0.05 vs. the corresponding CON group. Mean ± SEM.
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Figure 5. Expression of cytokines in the brains of mice prenatally exposed to valproic acid (VPA): effect of a peripheral lipopolysac-

charide (LPS) challenge. IL-1β, IL-6, TNF-α, and TGF-β1 mRNA levels in the hippocampus and cerebellum were determined 2 hr after an

LPS challenge. Real-time PCR values are expressed as a percentage of CON-Sal mice. IL-1β expression is not altered in the hippocampus

(A), and it showed a tendency to augment in VPA600-LPS group in the cerebellum (E). LPS induces the expression of IL-6 in the

hippocampus (B) and in the cerebellum (F), where VPA600 animals show an exacerbated response. Peripheral LPS induces TNF-α

expression in both brain regions in CON mice. This increase is prevented in the hippocampus (C) and exacerbated in the cerebellum
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Tukey’s multiple comparison test: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. the corresponding Sal group; ###P < 0.001 vs. the correspond-

ing CON group P < 0.001 vs. the corresponding VPA400 group. Mean ± SEM.
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Induction of Microglia Activation in the Lobules VI–VII by
Intra-Cerebellar LPS Results in Reduced Social Interaction in
the Adult Mouse

To evaluate whether the observed neuroinflammation in

the adult cerebellum of VPA-exposed mice could underlie

the phenotype of reduced social exploration, we stereo-

taxically injected adult mice with 10 μg of LPS or saline

into the lobules VI–VII of the cerebellum (Fig. 6A–C).

Twenty-fours after LPS injection, animals showed reduced

social interaction (Fig. 6B; t14 = 5.150, P < 0.0001). This

effect was not due to a general sickness behavior, as LPS-

and saline-injected animals showed similar levels of activ-

ity during the test (Sal-6&7Cb, 42.0 ± 3.7 visits, LPS-

6&7Cb, 35.0 ± 4.0 visits; t14 = 1.280, P = 0.221) and lost a

similar percentage of body weight 24 hr after surgery

(Sal-6&7Cb, 5.1 ± 0.8%, LPS-6&7Cb, 6.3 ± 0.7%; t14 =

1.061, P = 0.307).

We then evaluated the neuroinflammatory state of

microglia in these animals using the categories described

previously [Depino et al., 2011; Kreutzberg, 1996].

Microglia in the lobules VI–VII of LPS-injected mice

showed a highly activated morphology (Fig. 6C, right):

38.25 ± 0.12% of the cells presented a macrophage-like

morphology (type IV) and 53.75 ± 0.12% of the microglia

showed an active (type II/III) morphology (N = 4). Con-

versely, microglial cells present in lobules VI–VII of

animals injected with saline (Fig. 6C, left) mainly showed

a typically inactive (type I) morphological appearance

(99.4 ± 0.01%, N = 5).

The effect of cerebellar inflammation on social interac-

tion is specific of lobules VI–VII, as the injection of LPS

into lobules IV–V (Fig. 6D–F) did not result in a reduction

of sociability 24 hr after (Fig. 6E; t9 = 0.664, P = 0.664),

although microglia in these lobules was activated upon

LPS injection (Fig. 6F).

Discussion

In this work, we show for the first time that mice prena-

tally exposed to VPA present long-lasting alterations

in both peripheral and brain inflammatory responses.

Animals prenatally exposed to VPA have normal

A B C

D E F

Figure 6. Effect of lipopolysaccharide (LPS) injection into the cerebellum on social interaction. Lobules VI–VII (A) or IV–V (D) were

targeted by stereotaxic injections (injections of India ink are shown in Nissl-stained cerebella). The injection of 10 μg LPS into the

lobules VI–VII of the cerebellum resulted in reduced social interaction (B) and increased activation of microglial cells in the injected

lobules (C, representative photographs of lobule VII with anti-CD11b immunohistochemistry). Stereotaxic injection of 10 μg LPS into

the lobules IV–V of the cerebellum did not affect social interaction levels (E), although this treatment resulted in activated microglia in

the injected lobules (F, representative photographs of lobule IV–V with anti-CD11b immunohistochemistry). Student’s t-test:

***P < 0.001. Mean ± SEM. Ns are shown in each bar. Cb, cerebellar lobule. Scale bar in A and D, 1 mm; in C and F 150 μm.
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corticosterone plasma levels in adulthood. This is in

agreement with different clinical studies showing normal

cortisol levels in children and adults with ASD [Corbett,

Mendoza, Abdullah, Wegelin, & Levine, 2006; Spratt

et al., 2012]. However, the normal increase in the con-

centration of this hormone upon an inflammatory chal-

lenge is significantly higher in VPA600 animals than in

the CON and VPA400 groups, indicating a hyperreactiv-

ity of the HPA axis. Different studies aimed at character-

izing the HPA response in children and adults with ASD

showed that autistic individuals have increased HPA

responses when faced with social and environmental

stressors [Corbett et al., 2006; Spratt et al., 2012].

However, these findings do not take into consideration

that stressors related to novel experiences and social

interactions, which may not be considered as stressful by

most individuals, may be especially stressful for those

with autism. Accordingly, increased responses could be

due to altered perception of stimuli as threatful rather

than to an altered HPA function. Here, we chose to evalu-

ate the effect of an immunological stressor to circumvent

this possible confounding effect, and verified that indeed

the HPA axis function is enhanced in animals prenatally

exposed to VPA.

To further characterize the inflammatory response in

VPA-exposed animals, we analyzed the expression of

proinflammatory cytokines in the spleen, a major lym-

phoid organ. Ashwood and colleagues showed that

higher plasma levels of IL-1β, IL-6, IL-8, and IL-12p40 are

associated with highly impaired stereotypical behaviors

in ASD [Ashwood et al., 2011], although other studies

show normal levels of IL-6 and TNF-α in ASD children

[Croonenberghs, Bosmans, Deboutte, Kenis, & Maes,

2002]. In our mouse model, we failed to detect differences

in the basal levels of expression of IL-1β, IL-6, or TNF-α.

The 25 μg/kg LPS challenge resulted in an increase of

IL-1β, IL-6, and TNF-α expression in the spleen 2 hr after

the injection, in agreement with a previous report that

shows that the expression of these cytokines in the spleen

peaks 2 hr after LPS injection [Pitossi et al., 1997]. Inter-

estingly, IL-6 expression after LPS challenge is signifi-

cantly higher in animals prenatally exposed to VPA than

in control mice. Therefore, our results are consistent with

previous reports of increased innate immune activity in

ASD patients [Jyonouchi et al., 2001]. Moreover, periph-

eral blood monocytes obtained from ASD children

showed increased production of IL-1β, IL-6, and TNF-α

when stimulated with the TLR2 ligand LTA, and increased

production of IL-1β when stimulated with the TLR4

ligand LPS, when they were compared with the response

of cells obtained from age-matched control children

[Enstrom, Onore, Van de Water, & Ashwood, 2010].

Whether our mouse model also shows dissimilar patterns

of response to particular inflammatory stimuli needs to

be further investigated.

Proinflammatory cytokines IL-1β, IL-6, and TNF-α are

of special interest in the study of neuroimmunological

contributions to psychiatric disorders because they not

only act in the periphery but can also increase the

neuroinflammatory response and affect brain function.

In a first attempt to evaluate the effect of prenatal VPA on

glial cells and on the neuroinflammatory response to a

peripheral inflammatory challenge, we analyzed the

number of microglial cells and the percentage of area

occupied by astroglial cells in two brain structures rel-

evant to autism. VPA increased the number of microglial

cells in the CA1 of the hippocampus and in the cerebel-

lum. To our knowledge, this is the first report of such a

long-term effect of VPA on microglial cells. Different

mechanisms could mediate this effect: VPA exposure

could alter the proliferation of microglial cells and/or

favor the migration of circulating monocytes to the brain

parenchyma in these regions during development. Alter-

natively, VPA treatment could alter glial and/or neuronal

function, and neuroinflammation could be elicited in

response to this chronic malfunction later in life. Future

work will be aimed at determining if this increase in

microglia density is observed early in the postnatal brain,

or whether it is manifested only later in adulthood.

Our results are in agreement with different postmortem

analyses that show microglial activation in different

regions of the autistic brain [Morgan et al., 2010; Suzuki

et al., 2013; Tetreault et al., 2012; Vargas et al., 2005].

Again, those analyses do not distinguish between early

involvement of microglia in ASD and microglial response

to other processes taking place in the autistic brain. Our

results support the prenatal VPA exposure protocol as a

valuable mouse model to evaluate the role and effects of

neuroglial alterations on social behavior.

We further tested whether the exacerbated inflamma-

tory response observed in the periphery following LPS

injection was also evident in the response of glial cells. In

fact, we found that after exposure to LPS, VPA600 mice

presented more microglial cells in the molecular layer

and the hilus of the DG, and in the CA1 region of the

hippocampus than CON mice, lending support to this

hypothesis. In the cerebellum, LPS increased the number

of microglial cells in CON mice to levels similar to those

of the unchallenged VPA600 mice. However, the failure

to detect an exacerbated response in VPA600 mice in the

cerebellum could be due to a ceiling effect, which pre-

cluded us from detecting higher levels of microglial cell

activation by measuring proliferation. In line with this,

the soma of microglia from the cerebellum of VPA600-

LPS mice was larger than that of CON-LPS mice, suggest-

ing their activation. Moreover, in all brain regions and

experimental groups, LPS increased the size of microglial

cell soma, suggesting activation of these cells. The

area occupied by astrocytes, on the other hand, did not

show the clear pattern of activation expected for an
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exacerbated response to LPS in VPA600 mice. In the cer-

ebellum, astrocytes occupied a larger area in the granular

cell layer of lobule VII in both VPA400 and VPA600 mice.

Previous work has linked alterations of the normal

development of this lobule with reduced sociability in

the mouse [DeLorey et al., 2008; Shi et al., 2009], and a

reduced size of vermal lobules VI and VII has been found

in autistic individuals [Courchesne, Yeung-Courchesne,

Press, Hesselink, & Jernigan, 1988].

In addition, we analyzed the expression of

proinflammatory cytokines IL-1β, IL-6, and TNF-α, and

the anti-inflammatory cytokine TGF-β1, in the same

brain structures where glial activation was studied.

Remarkably, we found different patterns of expression for

each cytokine analyzed. IL-1β only showed a tendency to

increase in the cerebellum of VPA600 mice exposed to

LPS. The inflammatory stimulus augmented the expres-

sion of IL-6 in both brain regions in all experimental

groups, but the increment was significantly higher in the

cerebellum of VPA600 mice. TNF-α expression was

induced 2 hr after LPS injection in both brain regions in

CON mice. However, the effect on mice prenatally

exposed to VPA was region-specific. VPA600 mice showed

an exacerbated response in the cerebellum, but a signifi-

cantly reduced response in the hippocampus. Finally,

none of the experimental groups presented changes in

the levels of expression of TGF-β1. We have previously

shown a differential effect of TGF-β1 on autism-related

behaviors depending on whether it was overexpressed in

the young or the adult hippocampus [Depino et al.,

2011]. Future work should address whether the expres-

sion of this cytokine (along with others) is altered in the

postnatal brain in the VPA model, and whether an early

neuroinflammatory state also contributes to the behav-

ioral alterations observed in the VPA mouse model of

autism.

The different cytokine expression patterns observed

after a peripheral LPS stimulus in the brain could be

accounted for in part by the fact that we analyzed a single

time point after injection. A previous study has shown

that IL-1β, IL-6, and TNF-α mRNA levels have different

patterns of expression in different brain regions [Pitossi

et al., 1997]. Despite this, we clearly observe an exacer-

bated cytokine expression response in the cerebellum, a

region that also shows signs of neuroinflammation at the

cellular level. On the contrary, VPA600 mice have more

microglial cells and a larger GFAP-positive area in the

hippocampus, but the pattern of expression of cytokines

in this region does not support an exacerbated response.

Further studies will help elucidate the functional conse-

quences of this disparity in the neuroinflammatory state

of animals exposed to VPA, and whether there are further

consequences when these animals are exposed to stressful

stimuli, such as a peripheral inflammogen later in life.

This is particularly relevant due to the increased inci-

dence of infection and autoimmune diseases in ASD,

which could have an impact on glial function with

ensuing consequences on behavior.

As a first attempt to evaluate whether microglial acti-

vation in the adult brain can modulate social interaction,

we induced microgliosis by stereotaxically injecting LPS

into lobules VI–VII of the cerebellum. This central inflam-

matory stimulus results in reduced sociability 24 hr after

the injection and leads microglial cells to a more acti-

vated state. Interestingly, sociability is not affected when

the LPS is injected in lobules IV–V, stressing the role of

cerebellar lobules VI–VII on sociability [Courchesne et al.,

1988; DeLorey et al., 2008; Shi et al., 2009]. Future work

blocking microglia activation in the brain of VPA mice

could help elucidate whether the effect of prenatal VPA

on sociability occurs through microglial activation in spe-

cific brain regions.

As the behavioral alterations of the VPA model have

been previously characterized in various mice and rat

strains, our study was mainly focused on repeating those

results in an F1 hybrid (C57 x Balb) offspring, a valuable

tool to study gene–environment interactions using

genetically modified mice [e.g. Carola, Frazzetto, & Gross,

2006]. Our results add to previous work in diverse mouse

and rat strains, showing that the reduction in social inter-

action after prenatal exposure to VPA is a robust response

that does not depend on animal genetic background.

Similarly, the neuroinflammatory alterations observed in

this work need to be verified in other strains to assess the

influence of genetic background on this effect of VPA. In

particular, our experimental design consists of Balb/c

dams and F1 hybrid offspring, and the contribution of

these genetic backgrounds to the VPA and inflammatory

responses will need to be evaluated by future work.

We measured anxiety- and depression-related behav-

iors in the F1 hybrid offspring, as mood disorders have a

high comorbidity with ASD [American Psychiatric

Association, 2000; Hofvander et al., 2009]. To our knowl-

edge, behavioral despair has not been previously ana-

lyzed in the VPA model of autism. We found no

differences between VPA and CON mice in the tail sus-

pension or forced swimming tests. Although tail suspen-

sion and forced swimming tests are not depression

models themselves, they are the most reliable tests for

assessing antidepressant and/or depression-like behaviors

in genetically modified or pharmacologically treated

mice [Cryan & Mombereau, 2004]. These results are

inconsistent with the high incidence of depression pre-

viously reported in individuals with ASD [reviewed in

Lainhart, 1999]. Although it has been argued that depres-

sion can be difficult to assess in ASD individuals, most

studies agree that autistic patients usually present symp-

toms of depression and respond to antidepressant treat-

ments [Stewart, Barnard, Pearson, Hasan, & O’Brien,

2006]. The lack of depression-related behavior shows
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then that the VPA model fails to reproduce this feature of

ASD. However, we cannot rule out that the previous

behavioral tests could affect the results obtained when

evaluating depression-related behavior, as tail suspension

and forced swimming tests were the last two tests per-

formed. Moreover, further research could reveal other

depression-related behaviors of VPA mice. For example, it

would be relevant to evaluate whether VPA-exposed mice

are more prone than control mice to develop learned

helplessness or depression-like behavior after chronic

mild stress, showing then a susceptibility to depression.

The analysis of anxiety-related behavior showed that

VPA600 mice explored the open arms of the EPM less

than control mice, in agreement with previous reports

in CD1 mice [Kataoka et al., 2013] and Wistar rats

[Schneider et al., 2008]. However, CD1 mice [Kataoka

et al., 2012] did not show the reduction in exploration in

the EPM that we observed in the F1 hybrid offspring. In

the OF, VPA600 mice showed reduced exploration but no

classical anxiety-related behavior (i.e. reduction in the

time spent in the center or entries to the center), a behav-

ior that was observed in CD1 mice exposed to VPA

[Kataoka et al., 2012]. Although we cannot rule out tech-

nical differences that could underlie these discrepancies

between the strains [e.g. time between tests was only 1

day in the experiments reported by Kataoka et al., 2012],

unpublished data from our group support an alternative

interpretation of these results: that the effect of VPA on

anxiety-related behaviors is dependent on the genetic

background of the animals. Further work is required to

test this hypothesis.

All 57 children in the study by Moore and colleagues

[Moore et al., 2000] were exposed to VPA during the first

trimester of pregnancy, and 51 of them were exposed to

anticonvulsants throughout prenatal development. The

fact that a single dose of VPA at GD12.5—and not at other

gestational ages [Kim et al., 2011]—results in a reduction

in sociability in rodents suggests that VPA acts during a

critical time window, altering the normal development of

the brain circuits regulating this behavior. We hypoth-

esize that there could be a similar critical time window in

human development where VPA sensitivity is high, com-

prised within the chronic exposure period reported by

Moore and colleagues.

How an acute exposure to VPA can have long-term

consequences on behavior, HPA function, and

neuroinflammation still needs to be elucidated. Even

though prenatal inflammation can affect both social

behavior and immune function in the adult offspring

[Hsiao et al., 2012], we showed here that 600 mg/kg VPA

does not elicit an inflammatory response in mice, sug-

gesting that VPA acts by at least a partially different

mechanism than maternal immune activation. A previ-

ous work shows that the effect of prenatal VPA exposure

on social behavior is related to its function as a broad-

spectrum inhibitor of histone deacetylases [Kataoka

et al., 2012]. Moreover, the same study shows a transient

hyperacetylated state of histones 3 and 4 in the brain of

VPA-exposed pups. In line with this evidence, we

hypothesize that this increase in the levels of acetylation

can alter gene expression in the brain, and in turn

would alter brain development. So, behavioral altera-

tions and/or neuroinflammation could result from this

epigenetic effect of VPA. Future work on epigenetic

alterations in animals prenatally exposed to VPA will test

this hypothesis.

In summary, our results show that the reduction in

social interaction observed in a non-inflammatory mouse

model of autism (the VPA model) is accompanied by

signs of chronic neuroinflammation and to exacerbated

peripheral and central responses to a peripheral inflam-

matory stimulus. This adds to previous evidence of

autism-related behavior and immune alterations in a

maternal immune activation mouse model of autism

[Hsiao et al., 2012; Malkova et al., 2012]. Moreover, these

findings contribute to the face validity of the VPA model,

recapitulating the neuroinflammatory and immune

alterations observed in ASD individuals. Further work

using this model will help elucidate the role of inflam-

matory factors on the development and expression of

autism-related behaviors. An improved understanding of

neurobiological factors associated with autism may lead

to more effective therapeutic interventions, especially in

those individuals that reach adulthood and are continu-

ously exposed to infection.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the

online version of this article at the publisher’s web-site:

Figure S1. Mice prenatally exposed to VPA show

increased microglial activation in the molecular layer of

the dentate gyrus of the hippocampus after LPS chal-

lenge. Representative images of immunohistological

staining with antibody against CD11b in the molecular

layer of the dentate gyrus (A, DG-ML) and in the granular

cell layer of the dentate gyrus (B, DG-GCL). Scale bar:

20 μm.

Figure S2. Mice prenatally exposed to VPA show

increased microglial activation in the hilus of the dentate

gyrus and in CA1 of the hippocampus after LPS chal-

lenge. Representative images of immunohistological

staining with antibody against CD11b in the hilus of the

dentate gyrus (A, DG-hilus) and in the CA1 of the hippo-

campus (B, CA1). Scale bar: 20 μm.

Figure S3. Astroglial cells in the hippocampus are less

affected by VPA and LPS treatments. Representative

images of immunohistological staining with antibody

against GFAP in the dentate gyrus (A) and in the CA1 (B).

Scale bar: 50 μm.

Figure S4. Mice prenatally exposed to VPA show

increased astroglial density in the lobule VII of the cer-

ebellum. Representative images of immunohistological

staining with antibody against GFAP in the lobule VII of

the cerebellum. Scale bar: 100 μm.
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