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Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA) es un desorden del neurodesarrollo de alta prevalencia, con manifestaciones
significativas en las dreas socioafectiva y comportamental, cuyas causas aun permanecen indeterminadas. La investigacion
de sus posibles causas y tratamientos se apoya en modelos animales manipulados genéticamente y los no genéticos con el
uso de teratdgenos o factores ambientales. Uno de los modelos no genéticos es la administracion de acido valproico (AVP)
durante el desarrollo embrionario, que ha sido ampliamente utilizado en ratas y ratones, permitiendo asi la evaluacion de
distintos comportamientos relacionados al TEA. El modelo también existe en la especie de pez cebra, aunque los estudios
aln son escasos. En esta revision sistematizada con la metodologia PRISMA, se sintetiza la informacién disponible sobre
evaluaciones conductuales en experimentos con un modelo de pez cebra tratado con AVP en etapas embrionarias. Se
realizé una blsqueda con este propdsito, en dos bases de datos con las palabras clave: autism, autism spectrum disorder*,
zebrafish, behavior y valproic acid y se analizaron sus resultados conductuales en relacién con la sintomatologia del TEA.
De acuerdo con la informacion revisada este modelo cumple con las caracteristicas conductuales suficientes para
establecer homologias con las observadas en humanos TEA, por lo que su uso parece garantizar una apropiada tarea
traslacional en esta area del conocimiento.

Palabras clave: Autismo, modelos animales, AVP, pez cebra, conducta.

Abstract

Autism spectrum disorder (ASD) is a highly prevalent neurodevelopmental disorder, with significant manifestations in the
socio-affective and behavioral areas, whose causes remain undetermined. The investigation of its possible causes and
treatments is supported by genetically manipulated animal models and non-genetic ones with the use of teratogens or
environmental factors. One of the non-genetic models is the administration of valproic acid (VPA) during embryonic
development, which has been widely used in rats and mice, thus allowing the evaluation of different behaviors related to
ASD. Although studies are still scarce, the model also exists in the zebrafish species. In this systematized review with the
PRISMA methodology, the available information on behavioral evaluations in experiments with a zebrafish model treated
with AVP in embryonic stages is synthesized. A search was carried out for this purpose, in two databases with the
keywords: autism, autism spectrum disorder*, zebrafish, behavior, and valproic acid, and their behavioral results were
analyzed in relation to ASD symptoms. According to the information reviewed, this model meets sufficient behavioral
characteristics to establish homologies with those observed in ASD humans, so its use seems to guarantee an appropriate
translational task in this area of knowledge.
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l. Introduccion

En el campo de las ciencias biomédicas son
indispensables los modelos animales para la
investigacion del funcionamiento, etiologia y
posibles tratamientos a enfermedades o
padecimientos humanos. Por lo que es
relevante establecer modelos animales
apropiados que  presenten fenotipos
caracteristicos de la patologia a estudiar, asi
como homologias en sus procesos bioldgicos,
los cuales permitan  extrapolar el
conocimiento obtenido al campo del
tratamiento en humanos. Uno de los
trastornos del neurodesarrollo que requiere
el uso de modelos animales es el trastorno del
espectro autista (TEA), debido a su etiologia
indeterminada y la ausencia de tratamientos
efectivos, asi como por motivos bioéticos.
Este trastorno se caracteriza por presentar
deficiencias en la interaccién social, asi como
patrones restrictivos y repetitivos del
comportamiento, al igual que un alto grado de
alteracion en el sistema nervioso central
(SNC) .1

En el caso del TEA, los modelos animales
utilizados tradicionalmente han sido roedores,
como la ratay el raton, aunque recientemente
se ha incrementado el uso de pez cebra
(Danio rerio) en la investigacion de este
trastorno. Entre las razones de uso de este
teledsteo se encuentran su alta sociabilidad,
fenotipos conductuales definidos y su
susceptibilidad ante agentes teratogenos, asi
como su alta homologia genética con el
humano (70%).22 Entre los modelos no
genéticos de TEA en pez cebra, se destaca el
uso de acido valproico (AVP). Este es un
farmaco antiepiléptico y modulador del
estado de animo que ha mostrado tener
efectos teratogénicos por exposicion durante
el desarrollo embrionario en humanos y otras
especies.*t

Por lo tanto, es pertinente analizar la
informacion disponible, sobre el conjunto de
modificaciones comportamentales
provocadas por el AVP hacia los diferentes
sistemas que se desarrollan en la etapa
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embrionaria, para  poder  establecer
comparaciones, homologias y analogias entre
otras especies tratadas con este farmaco. El
proposito es realizar una revision bibliografica
para integrar un entendimiento mas completo
del fenomeno patologico y sus
manifestaciones conductuales, con el objetivo
de estimular investigaciones futuras sobre
posibles tratamientos que mejoren la calidad
de vida de los individuos con TEA.

Con base en ello, se realizé una revision
sistematica de las investigaciones que
utilizaron el modelo de pez cebra AVP,
analizando las conductas consideradas
relevantes para el estudio del TEA, con
referencia especifica a tres alteraciones
asociadas: a) comportamiento social, b)
hiperactividad y c) ansiedad. En este sentido,
se reportan los resultados relevantes de la
evaluacién del comportamiento y en algunos
casos, las particularidades de las técnicas y
paradigmas experimentales, sin embargo, para
una revision pormenorizada se recomienda la
lectura de las metodologias individuales, asi
como la revision especializada sobre la
conducta social realizada por Ogi vy
colaboradores.

2. Métodos
2.1. Diserio del estudio

Se llevd a cabo una revisién bibliografica
sistematica bajo la metodologia PRISMAg de los
tltimos 10 afos sobre el efecto del acido valpréico
(AVP) en el fenotipo conductual homdlogo a las
conductas TEA en peces cebra.

2.2. Estrategia de busqueda de Ila
literatura

Se utilizaron dos bases de datos electronicas,
PubMed y ScienceDirect. Como palabras clave
para la busqueda se emplearon combinaciones
utilizando “OR” o “AND” de las palabras, autism,
autism spectrum disorder, zebrafish, behavior y
valproic acid. Se utilizd un rango temporal de
publicacion de diez anos (2012-2022).
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2.3. Criterios de seleccion de la
literatura

Para la seleccion de la literatura, se consideraron
articulos que utlicen AVP para modelar
comportamientos homologos a los observados en
el TEA como: 1) deficiencia en la interaccion social,
2) patrones conductuales repetitivos y restrictivos
y 3) conductas de ansiedad. Como criterios de
inclusion se consideraron: (l) evaluacion de
conductas fundamentales del TEA, (2)
experimentos que utilicen pez cebra de cualquier
edad, (3) administracion embrionaria de AVPy (4)

articulos originales de investigacion. Como criterio
de exclusion se considerd: (1) administracion post
eclosion de AVP.

2.4. Extraccion y sintesis de informacion

La extraccion de los datos se categorizo en, cepa,
tamano de la muestra, edad, dosificacion
(administracion, concentracion, duracion,
frecuencia), edad evaluada, tipo de evaluacion
conductual, criterios de evaluacién y resultados
comparados con los grupos control.

Identificacion de articulos originales

Pubmed (n=13)

Identificacion

v

(n=32)

Revision de los articulos

v

revisados
(n=10)

Revision final

Articulos encontrados en:

ScienceDirect (n= 33)

Articulos revisados

Total de articulos

Articulos excluidos despues

de la revision general:
> Articulos duplicados (n= 4)
Articulos de revision (n=10)

Articulos excluidos por
pertinencia
(n=22)

Figura |.- Diagrama de flujo PRISMA. Se muestran los nimeros de estudio utilizados en las pautas de elementos
de informe preferidos para revisiones sistematicas y metaanalisis (PRISMA) utilizadas para este estudio.

3. Resultados

La inflamacion del SNC, denominada Los
resultados de blsqueda con los criterios antes
descritos arrojaron un total de 46 articulos.
PubMed= 13, ScienceDirect= 33. Se
eliminaron los resultados repetidos (n= 4), asi
como los articulos de revision (n=10). Se
revisaron los articulos restantes a nivel del
titulo y resumen para excluir articulos por su
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pertinencia a la revision (n= 10). Estos
articulos se excluyeron, por ejemplo, por
utilizar otros modelos de TEA, por utilizar
otro farmaco distinto al AVP o por utilizar
AVP a partir de etapas post-eclosion. Esto
resulté en una inclusion final de 10 articulos
originales que utilizaron AVP en etapas
tempranas de desarrollo en un modelo de pez
cebra y que evaluaron alguna conducta
relacionada con el TEA.

Revista eNeurobiologia 13(33):161022, 2022



4. ElI AVP induce déficits en la
interaccion social en peces cebra

En 7 de los estudios revisados, los peces cebra
fueron tratados con AVP durante el
desarrollo  temprano, se evaluo el
comportamiento  social bajo  distintas
metodologias y se reportaron déficits en la
conducta social. En todas las pruebas se
consideraron alguno de los siguientes datos:
a) tiempo en zonas de socializacion, b)
numero de acercamientos o c) cercania con
otros peces.

En un estudio con peces de 70 y 120 dias
post fertilizacion (dpf), tratados con AVP (48
1 M) de 0 a 48 horas post fertilizacion (hpf),
se evalué el tiempo que pasaron cerca de sus
conspecificos y se encontrd una disminucion
significativa a los 70 dpfy 120 dpf en el tiempo
total de interaccion social, en peces tratados
con AVP en comparacién a los de desarrollo
tipico.2 En otro estudio con peces de 180 dpf
tratados con AVP (25 u M) de 10 hpfa 24 hpf,
la administracion de AVP resulté en un
decremento significativo en el tiempo cerca
de sus conspecificos bajo este mismo
paradigma.l®

Estos resultados fueron similares en peces
tratados con AVP de 0 a 24, 48 y 72 hpf, en
este caso se observo que el decremento en la
conducta  social estaba  directamente
relacionado con el tiempo de exposicion al
AVP. Los grupos con tratamientos mas
prolongados pasaron menor tiempo cerca a
sus conspecificos en comparacion a los
tratados menor tiempo.l!  Resultados
analogos se obtuvieron en larvas tratadas con
distintas concentraciones de AVP (5, 50 y 500
u M) en un periodo de 8 hpf a 4.5 dpf, aunque
en este caso, la disminucion en el tiempo total
cerca de sus conspecificos solo fue
significativa en la menor concentracion (5 u
M).22 En un estudio con el mismo periodo de
exposicion al AVP con una concentracion de
75 u Men peces de 21 dpf también se reporté
un decremento significativo en el tiempo total
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cerca de los peces estimulo en comparacion
con los peces de desarrollo tipico.l3

Por otra parte, en otro paradigma
experimental, evaluaron la preferencia social
en cardimenes de larvas de pez cebra tratadas
con diferentes concentraciones de AVP (5, 50
y 500 u M) en un periodo de 8 hpf — 4.5 dpf
mediante mediciones de la distancia respecto
a su vecino mas proximo y la distancia
interindividual. Los resultados del analisis
conductual indican un incremento significativo
en la distancia de su vecino mas proximo, asi
como en la distancia interindividual en todos
los grupos AVP, lo que se interpreta como
una disminucion en la conducta social. En este
estudio  evaluaron, adicionalmente, el
contacto social definido como: distancia entre
dos larvas < a | cuerpo de longitud y la
duracion del contacto a los |13 dpf. La dosis
menor de AVP resulté en una disminucién en
la frecuencia y tiempo total del contacto
social, mientras que la dosificacion de 50 1 M
de AVP solo impacto significativamente
reduciendo la frecuencia de contactos.2 Sin
embargo, en una investigacion bajo el mismo
paradigma, larvas de |13 dpf tratadas con AVP
I0 uM presentaron un decremento
significativo en el nimero de contactos, pero
no se encontraron diferencias significativas en
larvas tratadas con AVP 5 1 M.14

Estos resultados son similares con
paradigmas que utilizaron estimulacién social
de caracter virtual, esto es, mediante
videograbaciones de cardimenes de peces
cebra presentados en monitores contiguos a
la pecera de prueba y se contabilizé el tiempo
total cerca del estimulo. Con esta
metodologia, demostraron que la
administracién de AVP (5 u M) de 4 hpfa 5
dpf provoco una disminucion significativa en el
tiempo cerca del monitor donde se
presentaba el cardumen.!2 De igual forma, en
peces adultos de 90-120 dpf el tratamiento
con AVP (10 u M) de 4.5 hpf a 5 dpf provocod
un decremento en el tiempo total cerca de los
peces estimulo.!4
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En resumen, el tratamiento con AVP
durante etapas tempranas de desarrollo
provoca alteraciones en el comportamiento
social, que pueden variar en intensidad con
relacion a la concentracion y el tiempo de
exposicion al farmaco. Ademas, es posible
evaluar estas conductas mediante diferentes
modelos experimentales en los cuales se
consideran distintos parametros para evaluar
la sociabilizacion, no obstante, todos estos
parametros estan relacionados con la
preferencia de permanecer cerca de sus
congéneres.

5. El AVP induce alteraciones en la
locomocion en peces cebra

En 7 de los estudios revisados, los peces cebra
que fueron tratados con AVP durante el
desarrollo temprano, reportaron alteraciones
en la actividad locomotora, entendido como
hipo/hiperactividad. La evaluacion de este
comportamiento se realizd bajo distintas
metodologias, como paradigma de campo
abierto 'y respuesta ante estimulos
ambientales. Las pruebas evaluaron alguno de
los siguientes parametros: a) velocidad
promedio de nado, b) distancia total de nado
y c) respuesta ante estimulos luminicos. Es
pertinente sefhalar que, en estos estudios, los
animales tratados con AVP no presentaban
alteraciones en la macro-anatomia que
pudieran influir en la actividad locomotora, sin
embargo, esto no es conclusivo.210.13.16

En un estudio, realizado con larvas de 5 dpf
tratadas con AVP (25 u M) de 10 a 25 hpf, se
analizé la actividad de locomocion en
respuesta a cambios de Iluz ambiental
(luz/oscuridad). Los resultados indicaron que
la dosificacion de AVP provocdé un
decremento de la actividad locomotora bajo
luz normal en comparacion con los animales
sin  tratamiento. Sin embargo, bajo
condiciones de oscuridad las larvas AVP
mostraron un incremento significativo en esta
actividad.l® En otro estudio se utilizdo este
mismo procedimiento donde se evalu6 la
conducta de larvas de 5 dpf tratadas con
concentraciones distintas de AVP (5y 10 u
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M) y los resultados fueron diferentes ya que
se encontrd un incremento en la velocidad de
nado promedio tanto en condiciones de luz
como de oscuridad, al igual que un
incremento en la distancia total de nado para
los dos grupos tratados con AVP.4 En
contraste, un estudio relacionado reportd
que la dosificacién iniciada a las 4 hpf hasta 5
dpf con AVP 50 u M o 30 i M, indujo una
reduccion en la actividad locomotora en
larvas de 6dpf durante la fase de oscuridad
para ambos grupos AVP.55 Estos resultados
son congruentes a los reportados en otro
estudio donde se evalud el efecto de distintas
concentraciones de AVP en la locomocion de
larvas (6 dpf) tratadas desde 4.5 hpf hasta 5
dpf. Asi, peces expuestos al AVP a
concentracion de 4 M no presentaron
alteracion locomotora, mientras que, a
concentraciones de 20, 40 y 60 1M se
produjo hiperactividad en el periodo de
oscuridad. No obstante, las concentraciones
mas altas (80 y 100 u M) provocaron
hipoactividad durante el periodo de
oscuridad.!é De igual forma, en larvas tratadas
de 0 a 48 hpf mostraron diferencias
dependiendo de las concentraciones. Por
ejemplo, se observé un decremento
significativo en la distancia total, asi como la
actividad locomotora en comparacion con
animales intactos. En contraste, la dosificacion
con 25 1 M, no alcanzo significancia.lZ

En este sentido, otro paradigma de analisis
se realizo mediante la evaluacion de la
distancia, la velocidad promedio y el tiempo
de actividad locomotora durante 24 horas en
larvas de 6dpf tratadas con AVP 48 1 M. La
dosificacion se llevé a cabo a distintos tiempos
(0-24, 0-48 y 0-72 hpf) y el resultado fue que
la dosificacion durante 72 horas se relaciono
con un incremento en la actividad
locomotora, aumento en la velocidad
promedio y en la distancia total durante el dia
y la noche, con mayor diferencia durante el
periodo nocturno en comparacion con el
grupo intacto. Por otro lado, la dosificacion
durante 48 horas de AVP dio como resultado
un decremento significativo en la actividad
locomotora y la velocidad promedio en
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comparacion con el grupo control. Mientras
que las larvas tratadas con AVP durante 24
horas, no presentaron diferencias
significativas en la velocidad, distancia o
actividad promedio.ll

Al realizar la comparacion de los
resultados de distintos paradigmas
conductuales, dosificaciones y
concentraciones de AVP, se muestra que
ejercen distintos efectos en la actividad
locomotora. En resumen, el AVP provoca
cambios en la actividad locomotora al
administrarse en periodos de desarrollo
temprano, sin embargo, los resultados fueron
de caracter heterogéneo.

6. El AVP incrementa las conductas de
ansiedad en peces cebra

En el caso de las conductas de ansiedad, se
revisaron 4 estudios que consideraron como
indicadores de ansiedad: a) numero de
entradas en otras areas de la pecera, b)
tiempo en la zona superior o inferior de la
peceray c) duracién y frecuencia de episodios
de congelamiento. Por ejemplo, en una prueba
de tanque novedoso en la que se evalia el
numero de entradas en distintas zonas de la
pecera, la administracion de AVP con una
concentracion de 48 1 M de 0 a 48 hpf genero
un incremento en el niUmero de entradas de
peces con edades de 30 y 70 dpf. En contraste,
peces AVP en estas condiciones no
presentaron diferencias significativas en la
evaluacion del niumero de entradas a los
120dpf.2

En esta prueba de tanque novedoso, se han
considerado también como indicadores de
ansiedad, otros parametros de evaluacion
como el tiempo en la zona superior e inferior
de la pecera en comparacion con el tiempo en
el area media de la pecera. Esto se llevé a cabo
en un estudio con peces de entre 90-120 dpf
tratados con AVP 10 1 M de 8 hpfa 5 dpfy
que permanecieron menor tiempo en la zona
superior en comparacion con los grupos
intactos.!4 De forma similar, la dosificacion
con AVP (30 1 M) de 4 hpfa 5 dpf resulto en
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un incremento del tiempo total en el fondo de
la pecera en larvas de 7 dpf!s Otra
caracteristica conductual importante para
determinar ansiedad es evaluar el tiempo y
frecuencia de la conducta de tigmotaxis
(entendida como: el comportamiento de
contacto con las paredes de la pecera). Por
ejemplo, en peces de 7 dpf tratados con AVP
75 uM de 4 hpf a 5 dpf, se reporta un
incremento en el tiempo total y numero de
episodios de tigmotaxis, lo cual se considero
como un indicador caracteristico de
ansiedad.!3

En cuanto a las caracteristicas de
locomocion, el pez cebra utiliza los impulsos
ejercidos por la cola para su desplazamiento.
Un tipo de movimiento denominado de
“coletazo” no se considera como un
componente de locomocion, pero se registra
como un indicador de ansiedad. Es asi como
un tipo de analisis evalia el nimero de
coletazos espontaneos durante 24 h. En este
caso, embriones de 24 hpf tratados con
distintas dosificaciones de AVP 5y 50 u M, de
0 a 24 hpf, presentaron un aumento
significativo en el nimero de coletazos en
ambas concentraciones.!2

Por otra parte, el nimero y latencia de
episodios de congelamiento (freezing)
entendido como el cese completo de
movimiento por parte del pez mientras esta
en el fondo del tanque, también pueden
proporcionar datos sobre la ansiedad. Por
ejemplo, durante la prueba de tanque
novedoso, el tratamiento con AVP al 30 © M
de 4 hpf a 5 dpf provoco un incremento en el
numero de congelamientos y su duracion en
comparacion a los animales intactos.!4

En conjunto, estos resultados indican que
el AVP administrado en periodos tempranos
de desarrollo, provoca un incremento en las
conductas de ansiedad en peces cebra. En
adicion, las alteraciones conductuales se
presentan a través de distintos paradigmas
experimentales y los resultados reportados
son congruentes con la modelacién de
conductas similares al TEA observadas en
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otros modelos animales, asi como en
humanos.

7. Discusion

La evidencia acumulada de los experimentos
analizados en esta revision sistematica
sustenta la propuesta de que el pez cebra
tratado con AVP puede ser utilizado como un
modelo biolégico plausible para el estudio de
conductas autistas, como son déficits en la
interaccion social, hiperactividad y ansiedad.
Los cambios a nivel conductual provocados
por el AVP pueden observarse desde etapas
embrionarias, persistiendo hasta la etapa
adulta y son similares a los evaluados en
modelos animales como rata y ratén tratados
con este farmaco.!8

Uno de los criterios principales para el
diagnostico de TEA son los déficits en la
interaccion social.l?2 La tendencia natural del
pez cebra por formar cardimenes y mantener
estrecha relacién con otros miembros de su
misma especie desde etapas tempranas (8 dpf)
son algunas de las ventajas de este modelo
para estudiar la conducta social. En esta
especie se pueden modelar déficits en esta
conducta mediante la dosificacion
embrionaria de AVP, manifestindose como
disminucién en el tiempo, numero Yy
frecuencia de interacciones con sus
conspecificos. Resultados similares se han
observado en otras especies como roedores,
en las que la administracion intraperitoneal de
AVP en ratas embarazadas en el dia 12.5
provoca un decremento significativo en la
conducta social de las crias.20.2!

Particularmente en pez cebra, y de
acuerdo con los trabajos revisados, Ila
dosificacion de AVP en un rango de
concentracion de 30 uM a 50 uM y
administrado durante las primeras 48 hpf,
parece  modelar con una  mayor
homogeneidad déficits en la conducta social
homologos a los observados en humanos
TEA, sin que aparentemente se provoquen
cambios morfologicos externos.21013.15 Sjn
embargo, es recomendable que este
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parametro sea evaluado de forma mas
especifica y concluyente, ya que en ratas AVP
se ha mostrado que se presentan algunas
alteraciones caracteristicas externas como,
por ejemplo, polidactilia y deformacion de la
cola.¢

Por otra parte, la hiperactividad vy
movimientos  repetitivos sin  un  fin
determinado son manifestaciones
conductuales con una alta incidencia en
humanos con TEA y es posible provocar
caracteristicas similares con la dosificacion de
AVP durante el desarrollo en peces cebra.22 A
nivel conductual, el efecto de este farmaco
puede manifestarse como hipoactividad o
hiperactividad  durante el  desarrollo
dependiendo de su dosificacion, exposicion y
administraciéon.  Estos  resultados  son
comparables a los obtenidos en pruebas de
locomocion en modelos AVP en rata
Wistar.l823  Sin embargo, es importante
ahondar en los resultados de la actividad
locomotora alterada producida por AVP en
peces debido a que los resultados no
presentan una distribucion homogénea.

En cuanto a las conductas de ansiedad, el
andlisis de la bibliografia refuerza la hipotesis
de la pertinencia del modelo de pez cebra
AVP para estudiar este tipo de conductas que
se consideran homologas a las observadas en
humanos TEA y ratas valproicas.2242 [as
manifestaciones de comportamientos de
ansiedad en peces pueden presentarse como
aumento en la conducta de exploracion,
numero de  coletazos  espontaneos,
tigmotaxis, asi como numero, frecuencia y
duracion de los episodios de congelamiento.2s
Este fenotipo conductual fue consistente en
todos los estudios donde se evaluo la ansiedad
en esta especie y los resultados son similares
a los observados en otras especies tratadas
con AVP.26=28

Respecto a la dosificacion, concentracion y
periodo de exposicion al AVP, parece existir
una relacion directa en el grado de déficit
social, lo cual es metodolégicamente
relevante y debe considerarse. Aunado a esto,
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es bien sabido que la dosificacion de AVP
durante el neurodesarrollo aumenta las
probabilidades de desarrollar TEA en distintas
especies, ya que su accion teratdgena en el
SNC se debe a la ventana de vulnerabilidad
durante el desarrollo temprano que existe en
todos los vertebrados debido al proceso del
cierre del tubo neural.172429.30 Fn este sentido,
es importante tomar en cuenta las
caracteristicas de desarrollo embrionario de
la especie, asi como la realizacion de curvas de
dosis respuesta para determinar el efecto
deseado.

8. Conclusion

Esta revision sistematica analizé los efectos
del AVP en conductas analogas a las del TEA
en un modelo de pez cebra. El anilisis de la
evidencia sintetizada de la literatura muestra
un panorama general del tipo y grado de
alteraciones producidas a nivel conductual
por un insulto con AVP en esta especie, en
referencia directa con las conductas
caracteristicas de individuos humanos con
TEA y otras especies.
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