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Resumen

El autismo esta caracterizado por el deterioro de la comunicacion y la interaccion social.
Aunque parte de su etiologia es genética, diversos estudios relacionan algunos factores
ambientales con su desarrollo, entre otros los plaguicidas organofosforados. El clorpirifos
es uno de los mas utilizados mundialmente. Algunos estudios lo relacionan con el
deterioro de la conducta social innata y condicionada, ademas de deterioro motor en nifios
que fueron expuestos en la etapa gestacional. Una forma de estudiar sus efectos en
modelos animales es a través de las vocalizaciones ultrasénicas que emiten las crias de
rata en edades tempranas con el objetivo de ser recuperadas por la madre cuando se
encuentran en situaciones de estrés. Para este estudio, se utilizaron un total de 14 (7
hembras), 14 (7 hembras) y 16 (8 hembras) crias de madres control (DMSQO), expuestas
a clorpirifés y acido valproico, respectivamente. Todas ellas expuestas prenatalmente en
los dias gestacionales del 12,5 al 15,5. En los dias postnatales 7 y 8, cada cria se separd
de la madre para la grabacion de las vocalizaciones. Se encontraron diferencias
significativas en la latencia de emision de la primera vocalizacion y el nimero de llamadas
emitidas. No se encontraron diferencias de sexo. Se observa, por tanto, un deterioro en la
reactividad al aislamiento de las crias. Se requiere de més investigacion futura en este

campo.

Abstract

Autism is known by the impairment of social communication and interaction. Although,
genetics play an important part in its etiology, diverse studies link its development to
environmental factors, such as organophosphorus pesticides. Chlorpyrifos is one of the
most used globally. Some studies link the organophosphate to the impairment of innate
and conditioned social behaviour, in addition to motor impairment in children that were
prenatally exposed. A way of studying the effects in animal models is through the
ultrasonic vocalizations that rat pups emit to be recovered in stress situations. For this
study, a total of 14 (7 females), 14 (7 females) and 16 (8 females) pups from mothers
exposed to dimethylsulfoxide, chlorpyrifos and valproic acid were used, respectively. All
of them prenatally exposed during gestation days from 12,5 to 15,5. In postnatal days 7
and 8, each pup was isolated from the mother for the recording of vocalizations.

Significative differences were found in the latency in the first vocalization emission and
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in the number of calls emitted. There were no differences in terms of sex. It is shown an
impairment in the reactivity to isolation in the pups examined. Further investigation is

needed in this field of research.



El trastorno del espectro autista (TEA) hace de paraguas a una amplia variedad de
sintomas, pero entre sus caracteristicas diagndsticas generales se encuentran el deterioro
persistente de la comunicacion social reciproca y la interaccion social, y los patrones de
conducta, intereses o actividades restrictivos y repetitivos (American Psychiatric
Association, 2013). En cuanto a la epidemiologia del TEA, el Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos estima que 1 de cada 59 nifios han sido
diagnosticados con TEA, que este ocurre en todas las razas y estratos socioeconémicos y
que afecta cuatro veces méas a nifios que a nifias (Centers for Disease Control and
Prevention, 2019).

Esta variedad tan amplia de sintomas se atribuye a distintos factores etioldgicos, desde
una mutacién en un solo gen hasta una compleja interaccion entre factores genéticos y
factores de riesgo no genéticos (Lai, Lombardo & Baron-Cohen, 2013). En relacién a su
etiologia, el sindrome del X fragil (FXS) es la causa mas extendida de herencia genética
que deriva en el diagnostico de este trastorno (Bradley & Mendelsohn, 2008). Este
sindrome lo causa la deficiencia o ausencia de la proteina fragile X mental retardation 1
(FMRP), una proteina de union a &cido ribonucleico (ARN) que juega un papel
importante en la regulacion de un gran nimero de ARN mensajero (ARNm) en neuronas
postsinapticas (Hagerman et al., 2017). EI FXS esta asociado con la expansion
descontrolada del trinucledtido CGG en una region del gen fragile mental retardation 1

(FMR1) que se encuentra en el cromosoma X (Oberle et al., 1991).

Aun siendo la carga genética un factor etioldgico determinante, también se han de tener
en cuenta los factores ambientales. Segin un estudio con gemelos, estos factores tienen
una carga del 55% en la etiologia del autismo (Hallmayer et al., 2011). En otro estudio
con gemelos, se estima la heredabilidad en un 50%, sugiriendo una carga igual de
importante en factores ambientales (Sandin, Lichtenstein, Kuja-Halkola, Larsson,
Hultman & Reichenberg, 2015).

Diversos factores ambientales se han relacionado empiricamente con el desarrollo de

TEA. Entre los méas importantes, se encuentran compuestos tan variados como algunos



farmacos (talidomida, misoprostol y el acido valproico) (Landrigan, 2010) o plaguicidas

(organofosforados y organoclorados) (Kalkbrenner, Schmidt & Penlesky, 2014).

Entre los farmacos mas estudiados se encuentra el acido valproico (AVP) que se usa
normalmente para casos de epilepsia o para tratar episodios de mania en trastorno bipolar
cuando el uso de litio esta contraindicado (Wieck & Jones, 2018). Sin embargo, el
tratamiento con este farmaco no se recomienda durante el embarazo, pues es una sustancia
capaz de atravesar la placenta (Albani et al., 1984). La exposicion del feto a valproato
puede provocar severos efectos teratogénicos y empeoramiento de las funciones
cognitivas (Meador, 2008).

En una revisién que recogia algunos estudios preclinicos en los que se administraba
valproato se concluyd que los déficits encontrados se asemejaban a los sintomas que se
suelen encontrar en el autismo. Se encontraron déficits en el neurodesarrollo y
empeoramiento cognitivo y social de diferente gravedad segun la dosis o el momento de
la administracion (Tartaglione, Schiavi, Calamandrei & Trezza, 2018). Teniendo en
cuenta los sintomas que se manifiestan en roedores ante la exposicién de valproato, se
puede concluir que es un modelo animal valido para estudiar el TEA. Sin embargo. este
modelo presenta ciertas limitaciones, pues el autismo, como la mayoria de patologias,
abarca una gran variedad de sintomas que no puede cubrir por completo un solo modelo
animal (Mabunga, Gonzales, Kim, Kim & Shin, 2015).

Como se mencionaba anteriormente, uno de los factores ambientales relacionados con la
etiologia y el desarrollo del autismo son los insecticidas organofosforados. Estos se usan
con frecuencia a nivel global, siendo el CPF el mas ampliamente usado desde hace
décadas. Su uso se extiende desde la agricultura hasta entornos residenciales para
controlar plagas de pulgas, mosquitos, termitas, etc. (Grand View Research, 2014). El
CPF es un insecticida organofosforado cuyo principal mecanismo inductor de
neurotoxicidad se basa en la inhibicién de colinesterasas, grupo de enzimas que engloba
las acetilcolinesterasas (AChE) y butirilcolinesterasas (BuChE), en el sistema nervioso
central y periférico (Venerosi, Calamandrei & Ricceri, 2006). Las colinesterasas

hidrolizan acetilcolina, un neurotransmisor que se ocupa de transmitir informacion a



través de los receptores muscarinicos y nicotinicos. Esta inhibicion de las colinesterasas
por parte del organofosforado resulta en una acumulacion de acetilcolina en los

receptores, lo que induce una sobreestimulacién de estos (Eaton et al., 2008).

Teniendo en cuenta que, como sustancia hidrofoba, el CPF es capaz de atravesar la
placenta, la exposicién a este organofosforado durante el embarazo se convierte en un
problema de gran importancia, pues puede afectar gravemente al neurodesarrollo del bebé
(Abdel-Rahman, Blumenthal, Abou-Donia, Ali, Abdel-Monem & Abou-Donia, 2002).
De esta forma, diferentes estudios de exposicion gestacional observaron déficits en el
desarrollo psicomotor y mental, y un aumento en trastornos de déficit de atencién e
hiperactividad y trastornos penetrantes del desarrollo en relacion a los niveles de
exposicion a CPF (Sapbamrer & Hongsibsong, 2019). A pesar de estas observaciones, se
ha de destacar que los estudios con humanos tienen ciertas limitaciones a la hora de
controlar variables que puedan estar afectando a los resultados. Por este motivo, es
necesario acudir a estudios con un control experimental mas sélido como lo es la
investigacion animal. La exposicion prenatal a CPF en modelos animales resulta, a nivel
bioquimico, en una reduccion de la actividad de la acetiltransferasa de colina y cambios
en la funcidn de la serotonina, ya sea aumentando o reduciendo sus receptores (Eaton et
al., 2008). Ademas, en varios estudios se observa que a nivel comportamental resulta en
el retraso del desarrollo motor y empeoramiento de la conducta social innata y
condicionada (Lan, Kalimian, Amram & Kofman, 2017; Lan, Stein, Portillo, Toiber &
Kofman, 2019; Ricceri et al., 2003). Examinando el efecto del CPF en las vocalizaciones
de ratas nos encontramos con un estudio con exposicion prenatal a una dosis de 6 mg/kg
de CPF en el que se encontraron diferencias respecto al grupo control en la latencia de la
primera vocalizacién emitida y en el nimero de Ilamadas, siendo evaluadas en el dia
postnatal 10. Se encontro una latencia mayor en ratas tratadas con CPF y menor numero
de Ilamadas emitidas en el mismo grupo (Venerosi, Ricceri, Scattoni & Calamandrei,
2009).

Los modelos animales son basicos para la investigacion y el avance en el conocimiento y
el tratamiento de los trastornos psicologicos. En los trastornos del neurodesarrollo con

una carga importante de alteracion en la conducta social suelen usar ratas y ratones para



su modelaje animal, ya que estos roedores manifiestan una amplia variedad de
comportamientos sociales (Scattoni, Michetti & Ricceri, 2018). En concreto, para
entender la etiologia del autismo y poder desarrollar tratamientos mas eficaces, suelen
utilizarse, entre otros, modelos animales de ratas o ratones Fmr1-KO, es decir animales
en los que el gen FMR1 esta inactivado (The Dutch-Belgian Fragile X Consortium, 1994).
En este modelo animal se encuentran muchos de los sintomas conductuales del autismo,
como son: déficits cognitivos (memoria espacial y reversal learning), ansiedad social,
interaccion social reducida, conductas repetitivas e hiperactividad (Melancia & Trezza,
2018).

Para evaluar la interaccion social y la sociabilidad, es posible atender a varios aspectos
de ella en los diversos modelos animales que presentan la sintomatologia social
relacionada con el autismo. En primer lugar, es posible evaluar la conducta de juego social
midiendo la frecuencia y duracién de los tipos de juego que se manifiestan (pouncing,
pinning y chasing) (Trezza, Baarendse & Vanderschuren, 2010). En segundo lugar, nos
encontramos la conducta de acercamiento social, para el que se suele utilizar el paradigma
conductual del test de sociabilidad de Crawley, que consta de 3 fases: habituacion,
acercamiento a un extrafio y preferencia por la novedad social (Silverman, Yang, Lord &
Crawley, 2010). En tercer lugar, nos encontramos con la comunicacion social, aspecto de
la sociabilidad evaluable a través de las vocalizaciones ultrasénicas que producen los
roedores durante todo su ciclo vital en diferentes contextos (Melancia & Trezza, 2018).
Podemos encontrar vocalizaciones en relaciones madre-hijo, interacciones sociosexuales
hembra-macho e interacciones sociales entre roedores del mismo sexo y en adolescentes
(Portfors, 2007).

Las vocalizaciones en crias se observan cuando estas se encuentran separadas de la madre.
Estas llamadas se encuentran en un rango de frecuencia desde 30 kHz a 60 kHz y elicitan
en la madre una conducta de busqueda y recuperacion de la cria, por lo que suponen una
importante herramienta de supervivencia en los roedores (Shair, 2018). Las caracteristicas
de estas llamadas dependen de la edad de los roedores. Se encuentran en las crias desde
el primer dia postnatal hasta las dos semanas de edad, aumentando el ritmo de Ilamadas

en torno a los dias postnatales 6-8 y disminuyendo hasta que dejan de emitir este tipo de



Ilamadas por completo. Este descenso del ritmo de las vocalizaciones emitidas es paralelo
a la adquisicion de la capacidad para termorregular su temperatura corporal, junto con su
capacidad para moverse y la apertura de los ojos (Elwood & Keeling, 1982). La medicion
de vocalizaciones en las primeras etapas de desarrollo en ratas y ratones es de suma
importancia teniendo en cuenta que los TEA son trastornos del neurodesarrollo que se

manifiestan a edades tempranas (Bale et al, 2010).

Las vocalizaciones en ratas adolescentes y adultas pueden ser de dos tipos segun su
frecuencia, que depende de las demandas fisicas y fisiologicas del contexto. Al primer
tipo suele referirse como vocalizaciones de 22 kHz (con un rango entre 18 y 32 kHz) y se
dan mayormente en situaciones aversivas para el roedor y ante estimulos que han sido
condicionados a experiencias de este tipo. Las vocalizaciones de 22 kHz se dan ante la
presencia de depredadores, por lo que pueden servir como un mecanismo de alerta para
los conspecificos. El segundo tipo son las vocalizaciones de 50 kHz (con un rango entre
32 y 96 kHz) y se dan en situaciones no aversivas, como puede ser durante la conducta
sexual, conducta de juego y ante estimulacion tactil de los experimentadores (Portfors,
2007).

El presente estudio consiste en el analisis de los efectos comportamentales que induce la
exposicion prenatal a dosis bajas de CPF en ratas, comparando su efecto con ratas
expuestas a AVP, como modelo animal validado de autismo (Mabunga, Gonzales, Kim,
Kim & Shin, 2015). Estos efectos se analizardn concretamente en la emision de

vocalizaciones en crias al ser sometidas a aislamiento de la madre.

El objetivo general de este estudio es comparar los efectos, en exposicion gestacional, del
CPF con los presentes en ratas tratadas con AVP. Los objetivos especificos son:
e Analizar la latencia de la primera vocalizacion en crias de rata sometidas a
aislamiento.

« Analizar el numero de llamadas emitidas por crias de rata sometidas a aislamiento.



Teniendo en cuenta los datos de la afectacion en las llamadas de ratas y el deterioro de la
conducta social en general ante la exposicion a CPF que se han expuesto con anterioridad,
se proponen las siguientes hipotesis:

e Las crias tratadas con CPF prenatalmente emitirdn mas tarde la primera
vocalizacion, en comparacion con el grupo control y de forma similar al grupo
tratado con AVP.

o Las crias tratadas con CPF prenatalmente emitirdn menos llamadas, en

comparacion con el grupo control y de forma similar al grupo tratado con AVP.

Meétodo

Animales y tratamiento

Para este estudio se compraron 25 ratas Wistar hembra wild type embarazadas, de Janvier
(Le Genest Saint Isle, Francia). Las ratas embarazadas se alojaron individualmente con
comida y agua disponible ad libitum a temperatura ambiente, entre unos 20y 21°C y una
humedad de entre 42 y 44%.

Las ratas embarazadas se separaron aleatoriamente en tres grupos. Al primer grupo
formado por 8 ratas se le administrd 1 mg/kg de dimetilsulféxido (DMSQO), mediante
inyeccion subcutanea, durante los dias gestacionales del 12,5 al 15,5. Al segundo grupo
formado por 8 ratas se le administr6 1 mg/kg de CPF con DMSO como vehiculo,
mediante inyeccidn subcutanea, entre los dias gestacionales del 12,5 al 15,5. Al tercer
grupo compuesto por 9 ratas se le administrd6 400 mg/kg de AVP con solucion salina
como vehiculo, mediante inyeccion subcutanea, en el dia gestacional 12,5, continuando
con inyecciones de salino diariamente hasta el dia gestacional 15,5. El dia de nacimiento
se establecié como dia postnatal 0. Una vez identificadas, todas las crias se repartieron
aleatoriamente entre distintas madres, 10 crias con cada una, equilibrando el nimero de

crias provenientes de cada grupo experimental.

Para el presente estudio, se seleccionaron aleatoriamente un total de 14 (7 hembras), 14
(7 hembras) y 16 (8 hembras) crias de madres control (DMSO), expuestas a CPF y AVP,
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respectivamente. Todos los procesos experimentales se desarrollaron respetando la
normativa y requerimientos de bioética sobre animales de experimentacion vigentes en el
Real Decreto Espafiol 53/2013 y la Directiva de la Comunidad Europea (2010/63/EU) y

aprobado por el Comité de Investigacion Animal de la Universidad de Almeria.

Procedimiento de aislamiento

En los dias postnatales 7 y 8, cada cria se separ0 de la madre y sus comparieros de camada
y se coloco en una pequefia placa contenedora de plastico que se mantuvo a temperatura
ambiente (20-21°C) durante toda la sesion de registro. El lecho de la placa consistia en
una capa de pafiuelo de papel. Posteriormente, se emplazo la placa con la cria en la camara
insonorizada. Esta camara se mantuvo constante a temperatura ambiente durante toda la
sesion. El orden de registro de las vocalizaciones de cada cria fue aleatorio, seleccionando
a las crias de cada camada al azar, para evitar efectos relacionados con el momento de
evaluacion. El tiempo de registro fue de 5 minutos por cria.

Grabacion y analisis de vocalizaciones

Las vocalizaciones de las crias se grabaron utilizando un micréfono ultrasénico (Ultramic
250Kk) suspendido a 8 cm de la base de la camara insonorizada. El registro y analisis de
las vocalizaciones se realizd mediante el software SeaWave (G.Pavan, CIBRA,
University of Pavia). Los espectrogramas de las vocalizaciones se contabilizaron

manualmente.

Andlisis de datos

Todos los analisis realizados se ejecutaron utilizando el software SPSS Version 24 (IBM
Corp, Armonk, NY, USA). En el andlisis exploratorio se procedid a la deteccion de
anomalias en los datos, buscando datos extremos que pudieran sesgar los coeficientes de
correlacion posteriores. Eliminados los datos extremos en cada analisis, se procedio a
analizar la latencia y el numero de Ilamadas totales de los 5 minutos de grabacion

mediante un ANOVA univariado, comparando los 3 niveles de la variable de tratamiento
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y la variable sexo. Ademas, se realizé un analisis univariado de los 3 primeros minutos,
cada uno por separado. Por ultimo, se procedié al andlisis univariado de las Ilamadas
totales en los 2 primeros minutos de grabacion. Para el andlisis post hoc, siendo la prueba
de Levene menor a 0,05 en todas las variables que resultaron con diferencias
significativas, se asumieron varianzas distintas y se procedio a realizar las comparaciones

por parejas mediante simulacion de muestreo.

Resultados

En primer lugar, se analizd la evolucion del peso, en el que no se encontraron diferencias

significativas entre los distintos grupos de tratamiento.

Se observé que los animales expuestos tanto a CPF como a AVP durante la gestacion
aumentaron su latencia a la primera vocalizacion, siendo mas evidente en el Ultimo grupo
(ver figura 1). EI ANOVA univariado mostro una efecto significativo en relacion al factor
tratamiento [F(2, 77)= 7,174, p= 0,001]. De forma maés especifica, se observaron
diferencias significativas entre las medias de los grupos control y tratados con AVP (p =
0,011), entre el grupo control y el grupo tratado con CPF (p = 0,017) y entre los grupos
tratados con CPF y AVP (p = 0,037). No se encontraron diferencias significativas en
funcién de sexo [F(1, 77)= 1,087, p= 0,300] ni en la interaccidn sexo*tratamiento [F(2,
77)= 1,026, p=0,363].

12



* % *k%k

100+
1 | 1] 1 - CNT
__ 804 ) CPF
L) @ AVP
< 60-
(¥
T 40
g ]
-
20
0-
& & \S
o & S
TRATAMIENTO

Figura 1. Latencia. Tiempo en segundos en emitir la primera vocalizacién.
(*) Diferencias significativas entre ¢l grupo control y ¢l grupo tratado con AVP
(p<0.03). (**) Difcrencias significativas entre ¢l grupo control v ¢l grupo tratado con
CPF (p<0.03). (***) Difcerencias significativas entre ¢l grupo tratado con CPF v ¢l
grupo tratado con AVP (p<0.05).

No se encontraron diferencias significativas en funcion del tratamiento en el nimero de
Ilamadas emitidas en los 5 minutos de grabacion [F(2, 81)= 2,189, p=0,119] (ver figura
2). Tampoco se encontraron diferencias significativas en funcion del sexo [F(1, 81)=
0,919, p=0,341], ni en la interaccidn sexo*tratamiento [F(2, 81)= 0,552, p= 0,578].
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Figura 2. Total de llamadas en los 5 minutos de grabacién. No se
encontraron diferencias significativas (p>0.05).

Teniendo en cuenta, la diferencia en latencia, se pasaron a analizar los tres primeros

minutos individualmente.
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En el primer minuto de grabacion se encontraron diferencias significativas en la
interaccion sexo*tratamiento [F(2, 76)= 4,752, p= 0,011]. Las ratas macho control
realizaron, de forma significativa, mas llamadas que las ratas macho tratadas con AVP (p
=0,005). Las ratas macho tratadas con CPF realizaron mas llamadas que las ratas tratadas
con AVP (p = 0,023). Las ratas hembra del grupo control realizaron mas llamadas, de
forma significativa, que el grupo de hembras tratadas con CPF (p = 0,007). Por Gltimo,
las ratas hembras del grupo tratado con CPF realizaron menos llamadas que las ratas del
mismo sexo del grupo tratado con AVP (p = 0,029). No se encontraron diferencias en
funcién de sexo [F(1, 76)= 0,051, p= 0,822] o en funcidn de tratamiento [F(1, 76)= 2,075,
p=0,133].

En el segundo minuto de grabacion se encontraron diferencias significativas en la
interaccion sexo*tratamiento [F(2, 78)= 4,089, p= 0,020]. Las ratas macho del grupo
control emitieron mas llamadas, de forma significativa, que el grupo tratado con AVP (p
= 0,008). Las ratas hembra del grupo control emitieron mas llamadas que las ratas del
mismo sexo del grupo tratado con CPF (p = 0,001). Las ratas hembra tratadas con CPF
emitieron menos llamadas que las ratas del mismo sexo del grupo tratado con AVP (p =
0,023). Ademas, se encontraron diferencias significativas en funcién de tratamiento [F(2,
78)= 4,883, p= 0,010], donde se encuentra que, en general, el grupo control emite mas
Ilamadas que el grupo tratado con CPF (p = 0,013). No se encontraron diferencias en
funcién del sexo [F(1, 78)= 0,040, p=0,842].

En el tercer minuto de grabacion no se encontraron diferencias significativas en la
interaccion sexo*tratamiento [F(2, 80)= 1,302, p= 0,278], ni en funcidn de sexo [F(2,
81)=1,211, p=0,274]. Aunque se encontrd una tendencia en funcién de tratamiento [F(2,
80)= 3,060, p=0,052].

Teniendo en cuenta estos datos, se paso a analizar el total de llamadas en los dos primeros

minutos de grabacion.

Se observd que los animales expuestos tanto a CPF como a AVP durante la gestacion
disminuyeron en la emision de llamadas en los dos primeros minutos (ver figura 3). El

ANOVA univariado mostro una efecto significativo en relacion al factor tratamiento [F(2,
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77)= 4,476, p= 0,014]. En concreto, el grupo control el que emiti6 mayor nimero de
Ilamadas con diferencias significativas respecto al grupo tratado con CPF (p = 0,010) y
el grupo tratado con AVP (p = 0,028), seguido, en namero de llamadas, por los grupos
tratados con CPF y AVP que tuvieron medias similares, sin diferencias significativas
entre si (p = 0,547). Ademaés, se encontraron diferencias en la interaccion
sexo*tratamiento [F(2, 77)= 4,822, p= 0,011]. No se encontraron diferencias
significativas en funcion de sexo [F(1, 77)= 0,054, p= 0,816].
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Figura 3. Total de llamadas a los 2 minutos de grabacién. (*) Difcrencias
significativas entre ¢l grupo control v ¢l grupo tratado con CPF (p<0.,03). (**)
Diferencias significativas entre el grupo control v el grupo tratado con AVP
(p<0.03).

Discusion

En general, los resultados obtenidos reflejan un deterioro de la emision de llamadas en
las crias de rata tratadas con CPF mediante exposicion gestacional en los dias del 12,5 al
15,5. El deterioro se observa en la emisiéon tardia de la primera vocalizacion, resultando
en una reactividad al aislamiento reducida (Venerosi, Ricceri, Scattoni & Calamandrei,
2009). También se observa en el reducido numero de llamadas realizadas en los primeros
minutos. Estas observaciones concuerdan con el estudio anteriormente mencionado, el
cual utiliza una dosis 6 veces mayor en dias gestacionales posteriores (del 15 al 18)
(Venerosi et al., 2009). Ademas, es coherente con otros estudios en los que se encontraron
déficits en conducta social con exposicion gestacional en dias similares (del 12 al 15)
(Lan et al., 2017; Lan et al., 2019).
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Teniendo en cuenta que no se encontraron diferencias en los 5 minutos de grabacion, pero
si a los 2 minutos, es posible que el deterioro encontrado se deba solamente a la capacidad
de reaccion al aislamiento de las crias de rata tratadas con CPF. Es notable que las
vocalizaciones ultrasonicas que producen las crias tienen una funcion vital para su
supervivencia, ya que estas se manifiestan durante la etapa en la que los roedores no son
capaces de regular su temperatura corporal y estas llamadas elicitan en la madre la
conducta de basqueda y de recuperacion de la cria (Shair, 2018). Es posible que este
deterioro en la capacidad de reaccidn al aislamiento se deba a un deterioro en la capacidad
para percibir inputs sensoriales, en este caso el cambio de temperatura. Lo cual concuerda
con uno de los sintomas que se encuentra usualmente en el TEA en humanos, referido a
la hiper o hiporreactividad a estimulos sensoriales como aparente indiferencia al dolor o
la temperatura, respuesta aversiva a ciertos sonidos o texturas, etc. (American Psychiatric
Association, 2013). Por supuesto, esto es solo una hipotesis y requiere de mas

investigacion.

Por otro lado, no se encontraron diferencias de sexo en la reactividad al aislamiento
(latencia de la primera vocalizacion) ni en el namero de llamadas totales. En este aspecto,
es complicado apoyar estos datos en literatura anterior, pues la mayoria de estudios
relacionados con el TEA realizan sus investigaciones sin centrarse en la variable de sexo,
siendo lo mas comun utilizar roedores macho (Lai, Sobala-Drozdowski, Zhou, Doering,
Faure, & Foster, 2014). Esto es coherente con la proporcion en la que afecta el TEA, que
como se mencionaba anteriormente, se encuentra cuatro veces mas en nifios que en nifias
(Centers for Disease Control and Prevention, 2019). Aun asi, es posible encontrar algunos
estudios que observen esta variable. En una investigacion con tratamiento gestacional de
CPF en los dias del 14 al 17 se encontraron diferencias de sexo en la emision de llamadas,
siendo el efecto del tratamiento mas marcado en los machos (De Felice, Scattoni, Ricceri
& Calamandrei, 2015). En otro estudio se encontraron diferencias de sexo en un modelo
de autismo Fmr1-KO en las llamadas emitidas, siendo las hembras las que emitian mayor
namero de llamadas y de mayor duracion (Reynolds, Nolan, Jefferson, & Lugo, 2016).
Ademas, suele encontrarse dimorfismo evaluando conducta social en general ante
exposicion similar a CPF (De Felice et al., 2014; Lan et al., 2019).
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Por ultimo, es destacable la comparacion con el grupo tratado con AVP, encontrandose
un efecto mayor que el encontrado en el grupo tratado con CPF tanto en latencia como en

el nimero de llamadas emitidas.

Conclusion

En definitiva, los resultados mostraron que la exposicion gestacional a dosis bajas de CPF
provoca un efecto de deterioro en las vocalizaciones ultrasonicas de las crias de rata, tanto
en la reactividad al aislamiento como en la emision de llamadas en si. Sin embargo, estos
efectos requieren de mayor estudio y analisis, teniendo en cuenta la poca investigacién
que se encuentra sobre la latencia de la primera vocalizacion. Ademas, es destacable
resefiar la falta de investigacion en el dimorfismo sexual en este &mbito. Por dltimo, es
importante sefialar el valor traslacional a humanos que tiene el estudio en vocalizaciones,
teniendo en cuenta que los cambios que se producen en estas sugieren un cambio similar
en el llanto en humanos, pudiendo ser una buena forma de evaluar el autismo de forma

temprana.
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