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RESUMEN. Se administro p.o. TRIAC a ratones hembras desde el 6° al 15° djas de
preficz en dosis de 2 mg/ky/dia. Se registro el desarrollo de los signos fisicos y de
los reflejos en cuatro crias de cada camada normalizada a ocho. Después del destete
se evalud el comportamineto de las mismas, en las siguientes pruebas: de la cuerda,
habilidad natatoria y actividad cn el campo abierto. Los restantes cuatro animales
fueron sacrificados en el dia 5° para la realizacion de estudios histopatolégicos. La
descendencia estudiada no evidencio malformaciones macroscopicas. La madura-
ci6n fue en general normal. Respecto al desarrollo de los reflejos se encontraron di-
ferencias significativas entre fas F; de madres controles y tratadas. En el dia 219 el
tratamiento afecto el desempenio en la cuerda, la habilidad natatoria, la actividad
exploratoria v el retroceso, medidos estos dos altimos en el campo abierto.
SUMMARY. “Behavioral Teratology induced by Triiodothyroacetic Acid (TRIAC)
in Mice”. TRIAC 2 mg/kg/day was administered p.o. to pregnant mice from days
6th. to 15th. of gestation. Each litter was normalized to eight pups. Four mice of
cach dame were examined for vecording physical and reflex development. After
weaning the same pups were tested for swimming ability, string test performance
and activity in the open ficld. The resting pups were necropsied at 5th. day and
histopathological examination were performed. There were not evidence neither
prenatal nor postnatal gross injury of Fy. Generally physical development was
unatfected. respect righting reflex development we found difference between F,
of controls and treated mothers, but not in the time of appearance of ¢liff avoidan-
ce. At 21st. duy treatment, decrease the string test score and the swimming ability.
Respect to the open field we found differences from controls in the exploratory
activity and backing.

INTRODUCCION

Ha sido ampliaanente estudiado que
la exposicion prc-n;\taf a cicertas dmg;xs y
agentes ambicntales puede producir un
desarrollo  embrionatio anormal dando

PALABRAS CLAVE: Teratologia conductual:

como resultado una malformacién fisica
(teratogénesis).

Recientemente se ha reconocido que
la administracién a la madre de ciertos
agentes puede inducir anormalidades en

dcido triiodotircacéticos reflejo de endereza-

micnto; campo abiertos habilidad natatoria: prueba de la cuerda.
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la conducta de la descendencia® ?. Ejem-
plos de estas anormalidades son los sin-
dromes fetales producidos por el alcohol,
hidantofna y trimenadiona. Los agentes
que causan estas sintomatologfas pueden
ser clasificados como teratdgenos con-
ductuales® . En general las consecuencias
de la exposicién prenatal a los mismos
sblo se reconocian cuando estaban acom-
pafiadas por anormalidades fisicas, dada
la dificultad de reconocer en humanos la
accion de un teratogeno cmzductual puro
cuando no hay una malformacion evi-
dentc. Muchas alteraciones del compor-
tamiento solo se manifiestan en la edad
escolar, cuando ya es tarde para estable-
cer una causa rclacionada con la adminis-
tracion de drogas antes del nacimiento.

El disefio de estudios clinicos contro-
lados es de dificil realizacion®.
eso quec numerosos toxicodlogos han tra-

Es por

tado de desarrollar modelos animales,
que permitan detectar en forma tempra-
na los efectos de las drogas o agentes am-

bientales desarrollo conduc-
15-7.

sobre el
tua

Estudios teratogénicos realizados con
dcido triiodotiroacético (TRIAC) en ra-
tones, si bien no mostraron malformacio-
nes dieron indicios de una posible altera-
cibn en la maduracidon neurologica de la
F,, que no fue cuantificada por no estar
incluida en el disefio experimental que se
empleaba; en dichos estudios se observa-
ron variaciones en la movilidad de las
crias y en la respuesta a distintos estimu-
los, que indujeron a pensar que se estaba
en presencia de un posible teratogeno
conductual®. Por eso decidimos emplear
un esquema experimental cspec{fico para
verificar la hipotesis antedicha. Debemos
recordar que la plasticidad del sistema
nervioso es mas evidente durante los pe-
riodos pre y neonatales, cuando el cere-
bro es susceptible de modificar su organi-
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zacién por la influencia de factores inter-
nos y externos® .

En mamiferos, cuando se adminis-
tran drogas a hembras prefiadas es impor-
tante diferenciar los efectos toxicos pre-
natales (por acciéon de la droga sobre el
feto o mal desarrollo placentario) de los
efectos post-natales (debidos a la accion
residual de la misma en la lactancia o por
falta de atencién materna). Tenicndo en
cuenta lo expuesto utilizamos el modelo
expcrimental de amamantamiento por
nodrizas’t» 12,

MATERIAL Y METODOS
Animales

Ratones hembras de 8 a 10 senianas
de edad, cepa CF, endocriadas de la co-
lonia del INFyB, fueron aparcadas indivi-
dualmente en cajas de polipropileno con
machos de la misma cepa y edad. Los
animales tenian libre acceso a la comida
Purina Labina N° 1 y al agua. La tempe-
ratura ambiental era 24 °C + 2 °C, con
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El
dfa 0 de prenez fue determinado por la
prescencia del tapon vaginal o de esperma
en el lavado del conducto genital. Las
hembras prefiadas fueron divididas al
azar en tres grupos: Ay B con once hem-
bras cada uno y C con trece hembras.

A partir del 6° y hasta el 15° dia de
prefiez se les administré por sonda gdstri-
ca a las hembras del grupo A 2 mg/kg/
dia de TRIAC, usando como vehiculo
agua destilada con hidroxido de sodio
0,1 N hasta pH 7,5. (La solucién se pre-
paraba diariamente).

Se considera que el agregado de OHNa
0,1 N hasta ese pH no afecta la estabili-
dad de la droga, ya que ese esel pH em-
pleado para la separacion cromatogratica
y electroforética de este tipo de compues-
tos'®>. Los grupos B y C recibieron du-
rante el mismo perfodo igual volumen



del solvente.

Al dia siguiente de producido el par-
to natural, las camadas fueron normaliza-
das a ocho crias, cuatro de cada sexo. Si-
multaneamente se realizo el intercambio
de nodrizas entre los grupos Ay B.

Todos los neonatos fucron identifi-
cados mediante ¢l tatuaje en las patas
usando una inyeccion subcutdnea de tin-
ta china.

En esta experiencia dos hembras y
dos machos d¢ cada camada fueron se-
feccionados al azar para su posterior con-
trol del desarrollo fisico y conductual.
Las crias restantes fueron sacrificadas en
el 59 dia parn su examen histolégico.

Desarrollo [isico

Se registro la edad en dias en que sc
complctaba: aj el desenrollamiento bila-
teral del pabellon aaditivo; b) la erup-
cibn de los cuatro incisivos y ¢) la aper-
tura bilateral de fos ojos®.

El peso corporal de la descendencia
se registrd al nacimicnto y posteriormen-
te cada siete dias hasta ¢l destete.

Desarrollo conductal

1) R(’ﬂr'jox

Se tomaron diariamente desde el dia
3° hasta la obtencion de la respuesta. Se
registrd la edad en dius en que aparecia
la respucesta positiva.

a) De enderczaniento: Cadaratdn fue
colocado en posici(m supina sobre una
superficie plana, dindoscle dos oportuni-
dades consecutivas para incorporarse so-
bre sus cuatro patas. La prucba se consi-
derd positiva cuando i animal respondfa
en un tiempo menor o jgu‘:} a2 scgundos
en ambas oportunidades't .

by Rechazo al vacio: El animal se co-
,

*+  Nimero de veces que entra en dichos cuadrados.
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locaba sobre un pedestal con las patas de-
lanteras y ¢l hocico sobre el borde.

La respucsta se considerd positiva
cuando mostraba retraccidén, retroceso
y/o movimiento lateral dentro de los 30
segundos'® .

2} Movimientos (’s‘pontd}’l(’os CH UH
entorno desconocido

Campo abicrto: las observaciones fue-
ron realizadas cn ¢l dia 21° por un pe-
riodo de 2 minutos. El campo abierto
era de modelo cuadrado similar al des-
cripto por Spyker et al*®.

Los animales sin entrenamiento pre-
vio eran colocados en el centro del cua-
drado y cubiertos con una camara oscura
durante 15 segundos. Retirada la misma
s¢ registruban los siguientes parimctros
conductuales: latencia centralt, entrada
a los cuadrados centrales y a los peri
cos** (con las cuatro patas), posicion
vertical (“rearing”), defecacion, acicala-
miento y retroceso (por lo menos 3 pa-
S08).

3) Movimicntos forzados

Todos los movimientos forzados de
esta experiencia fueron evaluados ¢l dia
21°.

a) Prucba de la cuerda: El aparato
consistia en dos barras metalicas de 60
cm de alto, scparadas entre s por una
distancia de 50 ¢m, y una cuerda de 2
mm de didmetro sujeta a sus extremos
superiores.

El animal, sujeto por la cola, sc sus
pendia sobre la cuerda aproximadamente
en el punto medio de la misma. Luego s
lo soltaba, comenzdndose a registrar cl
tiempo cuando se sostenia con las patas
delanteras. La duracion de la prueba ora
de 60 scgundos. con un puntaje entre

Tiempo en segundos que permanece inmaovil en el centro del campo abicrto.
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—3 y +10, basado en el esquema siguien-

tel:

1 punto: por cada pata que permanece
en la cuerda por lo menos du-
rante 5 segundos.

1 punto: cuando la cola permanece en-
rollada en la cuerda por lo
menos durante 5 segundos.

3 puntos: si el raton se desplaza por lo
menos durante 5 segundos.

2 puntos: si llega a uno de los extremos
en menos de 25 segundos.

-3 puntos: si se cae entre 0 y 15 segun-
dos.

-2 puntos: idem entre 16 y 30 scgundos.

-1 punto: idem entre 31 y 60 segundos.

b) Habilidad natatoria: Se realizé6 se-
gan el método de Vorhees ¢t al.® y Spy-
ker et al.'® ., con modificaciones en el sis-
tema de puntaje. El animal se colocaba
en un recipiente transparente con agua
a30°C+0,5°Cy porun periodo de 15
segundos se registraban tres aspectos de
su desempefio:

1. Direccion

Sischunde ............... 0 puntos
Siflota ... oo 1 ”
Sinada en c¢irculos o arcos ... 2 o
Sinadaen lincarecta ... .. .. 3 ”

Angulo de flotacion (posicion de
la cabeza)
Sumergida . . ... .. L 0 puntos

Hocico sobre la superficie . ... 1 "

Hocico y parte superior de la

cabeza sobre la superficie pero

las orejas debajo .. ... .. L. 2

Idem, pero la linea de flotacion

por la mitad de las orejas .. .. 3 ”
3. Uso de las patas

Sin movimiento ........... 0 puntos

Movimiento de las 4 patas 1 ”

Patas traseras en movimiento

y delanteras estacionarias . ... 2 7
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Sumando los puntajes correspondien-
tesa 1, 2y 3 se obtiene una calificacion
que varia entre O y 8.

La secuencia de las pruebas realiza-
das luego del destete se determiné en ba-
se al grado de stress o esfuerzo que impli-
caba cada una de ellas y fue la siguiente:
campo abierto, prueba de la cuerda y ha-
bilidad natatoria.

Los animales se ecvaluaban desde las
9 alas 12 horas de acuerdo con los ciclos
nictamerales de la especie. El obscrvador
realizaba las evaluaciones sin conocer el
grupo cxperimental al que pertenecia el
animal,

Estadistica

Las siguientes variables se estudiaron
conforme a un andlisis de la varianza con
dos criterios de clasificacion (sexo vy tra-
tamiento}, con medias no pesadas (debi-
do a la desigualdad de las replicaciones
en cada celda)!’

1) Descnrollamiento bilateral del pa-
bellén auditivo.

2) Erupcion de los incisivos.
Apertura bilateral de los ojos.
Reflejo de enderezamiento.

Prucba de la cuerda.
Habilidad natatoria.

8) Campo abierto: a) latencia, b) cua-
drados centrales, c¢) cuadrados periféri-
cos, d) acicalamiento.

Cuando el test global F para trata-
mientos result significativo (P < 0,05),
se estudiaron los contrastes individuales
segin el método de Scheffé.

Las variables siguientes se analizaron
segin un test x? para tablas de contin-
gencia:

)
)
) Rechazo al vacio.
)
)

1) Posicion vertical (“‘rearing”).

2) Defecacion.

3) Retroceso.

Cuando el x? global result6 significa-



tivo (P < 0,05), se estudiaron los compo-
nentes dependientes, correspondientes a
cada grupo tratado versus el grupo con-
trol'®,

Las curvas de peso corporal del gru-
po control y ambos grupos tratados se
compararon segin un disefio factorial
con medidas repetidas en uno de los fac-
tores y grupos de distinto tamano'”.

Histologia

Se realizaron cortes laminares de
neocortex, coloreados segin técnica de
Hematoxilina-Eosina y la especial de
Kluver-Barrera, de los animales de los
grupos A, By C sacrificados al 5° dfa.

RESULTADOS

Durante el periodo estudiado no hu-
bo diferencias significativas entre las cur-
vas de peso de los grupos A, B y C (Fig.
1). No existicron cambios relacionados
con los tratamientos en el desarrollo fisi-
co de las crias expuestas a TRIAC, excep-
tuando la erupcion de incisivos en el gru-
po B (P < 0,01) indicando un leve retar-
do (Tab]a 1).

Con respecto a los reﬂcjos no se ¢n-
contrd diferencia significativa en la prue-
ba del rechazo al vacio; pero si un retar-
do en la aparicion del reflejo de endere-
zamiento cn cl grupo A (P < 0,05, Ta-
bla 2).

En relacién a la conducta en el cam-
po abierto no sc hallaron diferencias sig-
nificativas respecto al tiempo de latencia,
posicion vertical, acicalamiento y entra-
da cn los cuadrados centrales (Tablas 3,
4y 5).

La entrada en los cuadrados periféri-
cos disminuy6 significativamentc en el
grupo A (P < 0,01), y aunque no fue es-
tad{sticamente significativa observamos
la misma tendencia en el grupo B. Se en-
contr6 diferencia entre sexos, atribuible
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a los grupos tratados donde las hembras
mostraron una menor actividad (Tabla 4).

También aumentd significativamcnte
el retroceso para ambos sexos del grupo
A (P < 0,01) y para las hembras del gru-
po B (P < 0,05). Respecto a la defcca-
cion solo se detectd diferencia (P < 0,05)
en las hembras del grupo A (Tabla 3).

En la prueba de la cuerda también
hubo diferencias significativas entre los
grupos tratados y el control (P <- 0,05,
Tabla 6).

En la prueba de habilidad natatoria
los animales tratados tanto del grupo A
como los del grupo B difirieron de los
controles (P < 0,01, Tabla 7).

En los cortes histologicos de los gru-
pos A y B se encontraron cambios de or-
ganizacion en la citoarquitectura cvoluti-
va, especialmente en la capa granulosa in-
terna de la corteza agranular (region pa-
racentral y Iimbica). También se observo
€n estos grupos una disminucion en el ta-
tamano y nimero de las c¢lulas oligoden-
drogliarcs.
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N Media no
Control Grupo A Grupo B pesada
8,431 0,43 7,091 0 46 6,95 70,74 7,49
Machos .
(28) (22) (22)
Hembras 9.19%0,20 7,25+ 0,74 7,551 0,62 7,99
¢ 0
(27} (20) (22)
Media no .
pesada 8,81 7,17+ 7.25

Los valores representan puntaje promedio £ ES. Entre paréntesis se indica el numero de animales observados.

* Diferente del control a un nivel del 5%.

Tabla 6. Prueba de la cuerda.

Control Grupo A Grupo B Media no
pesada
7.35%0,10 5.43%0,43 6,14 %024 6,31
Machos i
(34) (22)
7,2120.19 6,10%0,28 6.14 £ 034 6,48
Hembras
(34) (21; (22)
Media no - .
pesada 7.28 5,77 6.14

Los valores representan calificacion promedio T ES, Entre paréntesis s¢ indica ¢l niimero de animales observados.
“ Diferente del control a un nivel del 1%.

Tabla 7. Habilidad natatoria.

En los animales del grupo A y en me-
nor proporcion del B se reveld una me-
nor densidad de ramas dendriticas, espi-
nas y células gliales y cambios en la orga-
nizacion celular de la capa granular del
cerebelo.

Se detectd solo en animales del gru-
po A retardo en la miclinizaciéon de la
circunvolucion dentada del hipotilamo.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Si bien no es sencillo extrapolar los
resultados de la experimentacion animal
a una situacion humana, estudios clini-
cos han demostrado que la exposicion
crénica de la madre a analgésicos, tran-
quilizantes y barbitdricos durante la ges-
tacion produce trastornos de conducta
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en los hijos; por eso pensamos quc ¢s -
portante el desarrollo de la teratologia
conductual, pues puede alertar sobre la
relacion entre el empleo de algunas dro-
gas durante la gestacion y/o lactancia y
la aparicion cn nifos de alteraciones ¢n
el comportamiento, muchas veces de
etiologia desconocida.

Por el momento no puede establecer-
se un modelo fijo de protocolo, pero sin
embargo consideramos que las prucbas
clegidas son reproducibles, cuantificables
y de facil normalizacién. Nos parece im-
portante ¢l uso de amamantamiento por
nodrizas para diferenciar efectos pre y
postnatales y, en lo posible, la corrobora-
cion de las presuntas lesiones mediante
estudios histologicos y bioquimicos.



En el caso de nuestro estudio, traba-
jos previos con TRIAC nas indujeron a
suponer una posible accidon teratogénica
a nivel conductual, que fue confirmada
sor las experiencias realizadas; encontra-
mos un retardo en la aparicion del reflejo
de enderezamicnte jue e corresponde
con el retardo en la mie! 1zacidon hullada
en la circunvolucion denr«la del hipota-
lamo'? (animales del gruv~ A, de 5 dfas
de edad). También sc obscrvaron dife-
rencias con respecto a los cantroles en ¢l
desempenio en la prueba de la cuerda y
en la habilidad natatoria.

Estas dos ultimas pruebas son indica-
dores muy sensibles de cambios conduc-
tuales por exposicion a drogas y agentes
ambientales®» 20

Los resultados podrian corresponder-
se con la disminucién de ramas dendriti-
cas, espinas y células gliales, teniendo en
cucnta que estos cambios plasticos pue-
den tener un efecto en la capacidad fun-
cional de la neurona.

El desarrollo de la habilidad natato
ria es una combinacion de adquisicion o
inhibicion de conducta (desarrollo de 1a
habilidad para nadar con las cuatro patas
y aprendizaje para inhibir el movimiento
de las delanteras)?! . Nuestros datos indi-
can que el TRIAC actuaria sobre a]guno
de estos mecanismos.

Se sabe que la placenta concentra los
ioduros minerales inycctados a las ratas
al tinal de la gestacion?? | la triiodotironi-
na atraviesa la placcnta con una veloci-
dad mayor de la madre hacia el feto que
en el sentido inverso. Probablemente lo
mismo sucede con ¢l TRIAC.

Hemos {aunque no se
cuantificd) suministrando la misma dosis
de TRIAC (2 mg/kg/dia) durante toda
fa prencz, un incremento muy marcado
del canibalismo, con desaparicion a veces
total de la camada.

observado
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Con el esquema actual de tratamien-
to notamos al 1° y 2° dfa de nacimiento
una mayor presion de la madre al tomar
la cria para su transporte al nido; este ti-
po de conducta era reconocido por la
marca de los dientes y/o vocalizacion del
neonato.

El canibalismo neonatal es importan-
te en los roedores y puede estar relacio-
nado con el manipulco de las crias; sin
embargo al no presentarse este fendomeno
en animales controles y considerando
que estudios de electrofisiologia o abla-
cion muestran que amplias dreas del sis-
tema limbico participan en el control del
tono afectivo, relacionado con la auto-
preservacion y la de la especie®, pode-
mos inferir una posible accion de la dro-
ga a este nivel.

Con respecto al desempeiio en el
campo abierto lo mds notable es en lo re-
ferente a la aparicion del fendémeno de
retroceso, que rara vez se observa en ani-
males controles y se correlaciona tam-
bién con problemas de la maduracion ce-

rebelarts .

Este dato se corresponde con
los cambios histolégicos encontrados en
la capa granular del cercbelo. Los otros
dos parametros afectados, actividad ex-
ploratoria y defecacion implican la capa-
cidad de reaccién frente a un ambiente
extraiio, encontrandose diferencias signi-
ficativas solo en el grupo A.

Consideramos que seria de utilidad
la continuacién de estos estudios tratan-
do de cubrir un perfodo méds amplio del
desarrollo con el objeto de evaluar silos
efectos encontrados son permancntes o
reversibles.
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