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Resumen

Las interacciones sociales entre los roedores durante la etapa tempranas de la vida son
esenciales para el desarrollo de las conductas sociales como la agresion. Por ejemplo, se ha
encontrado que la separacion materna parcial (3 hrs/dia) o total (24hrs/dia; Crianza artificial:
CA) incrementa la agresividad en la etapa adulta, mientras el re-emplazo de estimulos sociales
durante el periodo de aislamiento previene la mayoria de los efectos. Sin embargo, poco se
conoce acerca de los mecanismos que subyacen a dichos efectos. Se ha propuesto que la
expresion exagerada e impulsiva de la agresividad es mediada por niveles bajos de serotonina
(5-HT) o su metabolito (5-HIAA) a nivel central o del liquido cefalorraquideo en roedores,
humanos y primates. El propdsito del presente trabajo es determinar si la separacion materna
total y CA, afecta la concentracién basal de 5-HT o 5-HIAA en areas neurales que participan
en la modulacion de la agresion en la rata macho, y tratar de establecer una relacion entre
dichas concentraciones y la expresion de conductas agresivas.

Asi, ratas macho de cuatro dias de edad fueron (1) criadas por su madre (Control), (2)
criadas en ausencia de su madre dentro de un sistema de CA (CA-Aislado), y (3) criadas en
ausencia de su madre junto a dos compafieros de camada (CA-Social). A los 3-4 meses de
edad se tomaron muestras de la corteza prefrontal, el nGcleo accumbens y, el rafe dorsal y
medial de machos para medir el contenido de 5-HT y 5-HIAA por medio de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) en las siguientes condiciones: 1) basales; los machos se
removieron de sus cajas de acrilico, y de sus comparieros de caja y se procedio a tomar las
muestras de cerebro, i.e., sin ninguna manipulacion, 2) Prueba Residente-Intruso; los machos
se aislaron en cajas de acrilico transparente por 24 hrs, al término de este tiempo, la mitad de
ellos fueron expuestos a machos no familiares para realizar la prueba, y la otra mitad no
fueron expuestos a la prueba. Posteriormente se procedié a tomar las muestras de cerebro.

Los resultados mostraron que los niveles basales de 5-HT en el rafe dorsal y medial y de
5-HIAA en la corteza prefrontal de las ratas CA-A fueron significativamente menores en
comparacion a los niveles encontrados en los machos Control (p<0.05). El reemplazo de
estimulos sociales (grupo CA-Social) sélo previno el efecto del aislamiento en el Rafé dorsal y
medial. Ademas, la concentracion de 5-HT después de la confrontacion agresiva en la corteza

prefrontal media de las ratas CA-Aislada y CA-Social fue significativamente menor, en



comparacion con encontrado en las ratas Control (p<0.05). En adicion, el contenido de 5-HT y
5-HIAA en el Rafe dorsal y medial en el grupo CA-Social fue menor en comparacion al del
grupo Control (p<0.05). Un dato interesante se encontrd en el incremento de 5-HIAA en el
Nucleo Acumbens Shell de las ratas CA-Aisladas respecto de las Controles (p<0.01). Por otro
lado, los machos CA-Aislados que solo se mantuvieron aislados socialmente por 24 hrs
presentaron una disminucion de la 5-HT en el Rafé dorsal y medial, en comparacion con los
machos Control, y el reemplazo de los estimulos sociales (Grupo CA-Social) previno dicho
efecto. En contraste, los niveles de 5-HT en la corteza prefrontal, en el Nucleo Accumbens
Shell, asi como en el Rafé dorsal y medial, fueron mayores en los machos CA-Sociales que en
los machos Ca-Aislados. Este ultimo efecto se replico en el contenido del metabolito sélo en el
nucleo Acumbens Shell y el Rafé dorsal y medial.

Por otro lado, las pruebas conductuales mostraron un incremento en la frecuencia de
patadas y lucha al intruso, asi como un aumento en el tiempo de lucha (p<0.05). Ademas, se
observé una disminucion en la latencia para someter al intruso (postura de sumisién completa)
en los machos CA-Aislados en comparacion con los machos Control (p<0.05). Los machos
CA-Aislados mostraron una disminucion en frecuencia y duracion de las conductas de
exploracién (cabeza, cuerpo, aire) en comparacién con los demas grupos. El re-emplazo de
estimulos sociales (CA-Sociales) previno la mayoria de los efectos causados por la separacion
materna 'y CA.

Los presentes resultados sugieren que la interaccion social de madre y hermanos durante
el periodo postnatal pre-destete afecta los contenidos de serotonina en el Rafé dorsal y medial
y la Corteza Prefrontal, asi como los contenidos de 5-HIAA en la Corteza Prefrontal, nicleo
Accumbens Shell y Rafé en la etapa adulta. Ademas, dicho aislamiento también afecta
negativamente los niveles de agresividad (altos) en la rata macho adulta. Mientras el remplazo
social durante el aislamiento previene algunos de los efecto del aislamiento sobre dichos

parametros.
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1.- Introduccion

Las interacciones sociales entre los individuos de la misma especie durante las etapas
tempranas de la vida son esenciales para el desarrollo de las conductas sociales y de procesos
neuroendocrinos, fisioldgicos y cognitivos. El contacto con la madre es la primera interaccion
social, seguido de la interaccion con los hermanos de camada (para las especies que tienen 2 o
mas hermanos de camada). Cuando la interaccion madre-crias se interfiere experimentalmente,
como en la separacion materna parcial o total de las crias durante el periodo postnatal pre-
destete, provoca un desarrollo inadecuado de los procesos antes mencionados, incluyendo a las
conductas agresivas de los animales en la edad adulta. Entre las conductas que son afectadas,
estd la agresividad (Lukkes y cols., 2011), cuya expresion estd aumentada. La conducta
agresiva estd compuesta de ciertos patrones motores como la postura de ataque, el ataque,
lucha, mordidas, patadas, boxeo, y la induccion de la postura de sumision, completa e
incompleta del animal intruso.

Estudios iniciales de destete temprano (un tipo de separacién materna temprana)
(Nakamura y cols., 2003) y de aislamiento social después del destete encontraron que dichos
animales (ratas y ratones) eran mas agresivos que aquellos que no sufrieron las
manipulaciones experimentales. Ademas, recientemente el grupo de Fleming y de Melo ha
reportado que la separacion materna total y crianza artificial incrementa la agresividad de
madres lactantes (Melo y cols., 2009) y de hembras no lactantes (Melo y cols., 2006).
También, se ha encontrado que machos juveniles que fueron criados artificialmente presentan
altos niveles de conductas de juego-lucha, conductas que preceden a las conductas agresivas
en etapas adultas (Ochoa y cols., 2008). Existen multiples propuestas acerca de los
mecanismos que subyacen a los efectos mencionados, sin embargo, aun no es claro cual o
cuéles de los sistemas y/o procesos afectados son esenciales.

Se ha propuesto que la expresion exagerada e impulsiva de la agresividad es mediada
por niveles bajos de serotonina (5-HT) o su metabolito (5-HIAA; é&cido 5-hidroxi
indolacético). Por ello, en el presente trabajo con ayuda del paradigma experimental conocido
como Crianza artificial, en el que se induce la separacion total de las crias de la madre y de
los hermanos de camada; asi, se exploro la relacion entre la serotonina y el comportamiento

agresivo alterado en la edad adulta de las ratas macho Wistar.



1.1.La agresion y su definicion
La agresion es una conducta adaptativa muy conservada con el proposito de ayudar a los
organismos a competir por los recursos limitados y lograr su supervivencia (Mattson, 2003).
Concretamente, la agresion es una construccion heterogénea de componentes que definen
diferentes fenotipos (Henning et al., 2005). Lo anterior hace a la agresion un fenémeno
multifactorial con una gran variedad de definiciones y tipos (Blanchard et al., 2003). De esta
manera, Siegel y colaboradores (2007), definen a la conducta agresiva como un
comportamiento que trata de herir, lastimar, lesionar o causar dafio a otro organismo. Ademas,
Alcazar (2010) y colaboradores afirman que:

“La agresion se ha entendido tradicionalmente como la manifestacion de

comportamiento que tiene intencion de provocar dafio fisico a otro individuo con el fin de

promover la conservacion del organismo y la supervivencia de la especie” (p. 291)

El comportamiento agresivo tiene la funcion de asegurar una ventaja en la reproduccion,
en el acceso a la comida, en la obtencion de un lugar seguro para dormir y en la proteccion de
la progenie. Dicha funcidn se observa claramente en las conductas sociales de dominacion
jerarquica y territorial. En especies animales con cohesion social, la conducta agresiva tiene la
funcion de establecer y mantener la jerarquia por medio de alardes, posturas y actos agresivos,
esta agresion establece una dominancia hacia el interior de la estructura social, por ello se le
ha llamado a ésta: agresién por dominancia. En otras especies la expresion agresiva esta
determinada por las relaciones sociales de dispersion, en este caso los rivales son excluidos del
territorio; a este componente espacial se le Ilama agresion territorial (Miczek y cols., 2004).

El comportamiento agresivo por dominancia es recurrente en primates y ratas (Rattus
norvegicus). El repertorio de la agresion como las posturas y actos agresivos se desarrollan en
la etapa prepuber del animal con la préactica de la conducta de juego-lucha (Miczek y cols.,
2004). Este repertorio sigue una secuencia predecible con la caracteristica de presentar una
estructura temporal en el animal adulto. Esta estructura corresponde a una amenaza tipica de
la especie y a una demostracién dominante, al intensificarse la agresion el individuo
dominante pasa a una persecucion y al dafio del tejido por medio de mordidas. El individuo
subordinado, por otra parte, responde con una reaccion defensiva, sumisa y de huida. En

ultimo término, la funcién de la agresion por dominancia es asegurar recursos para la



transmision exitosa de la informacion genética a la siguiente generacion con la probabilidad
de reducir el perjuicio (Miczek y cols., 2004).

Las especies con tendencia a la dispersion después de la pubertad presentan agresion
territorial, es el caso de los ratones (M. musculus). En ellos, luego de alcanzada la pubertad
los machos se dispersan en poblaciones itinerantes. Entonces el residente marca y patrulla un
territorio para delimitar una exclusividad territorial, a este espacio delimitado y exclusivo se
le llama territorio de dominio, dentro de este los intrusos son vigorosamente confrontados.
Este tipo de manifestacion agresiva es aprovechada en la investigacion para ser la base de un
protocolo experimental muy comdn, en el que un residente confronta a un intruso, por ello se
le conoce como una confrontacion (prueba) residente-intruso (Miczek y cols., 2004).

Por otro lado, la defensa de las crias y la supresion de la reproduccion exitosa de las
hembras rivales son la funcion y objetivo de ejercer la agresion materna. En los roedores
(ratas y ratones) la madre después del parto expresa ataque defensivo hacia machos y hembras
intrusos dentro del nido y/o territorio alrededor del nido, este ataque se distingue por
embestidas y mordidas hacia el hocico y la cabeza del intruso. Las hembras también utilizan
componentes del ataque ofensivo, estos son principalmente las amenazas (patadas) laterales y
las persecuciones. (Miczek y cols., 2004). Lo anterior es de importancia porque estos
comportamientos agresivos, tanto los de tipo territorial y por dominancia como el materno,
son una adaptacién del comportamiento esencial para lograr los objetivos de la reproduccion
(Miczek vy cols., 2004). No se debe olvidar que la agresién refleja la competencia entre los
organismos, no solo de la misma especie sino también de diferentes, por las parejas
reproductivas, el alimento o el territorio (Siegel y cols., 2007).

Los tipos de conducta agresiva siguen més de una nomenclatura (Henning et al., 2005).
De hecho, cada tipo de conducta agresiva puede incluir sub-clasificaciones. Por ejemplo, la
agresion por dominancia puede ser ofensiva por parte del macho dominante, y defensiva por
parte del subordinado como se describira en parrafos siguientes (Miczek et al., 2004). Sin
embargo, de manera general las investigaciones permiten la distincion de dos formas de
agresion a pesar de las diversas maneras de nombrarla y subdividirla: la agresion premeditada

y la agresion impulsiva (Alcazar-Corcoles y cols., 2010).



La agresion premeditada, también Ilamada instrumental o ataque depredatorio, es fria
por parte del agresor y tiene como fin conseguir determinados propdsitos. En el caso de los
animales no humanos es un ataque planeado con la expresion de pocos signos anatomicos, le
precede un periodo de asechanza hacia una presa especifica de otra especie con el propdsito de
cazarla (Siegel y cols., 2007). En el caso de los humanos este tipo de comportamiento es
evidente de forma patoldgica en los asesinos depredadores, aunque estos prefieren manipular
para alcanzar sus propias metas y regulan sus impulsos agresivos hacia otros, presentan una
proclividad a comportarse agresivamente (Alcazar-Carcoles y cols., 2010).

La agresion impulsiva, también llamada afectiva, esta asociada a emociones negativas
intensas, como el miedo, la ansiedad o la ira. Se expresa en respuesta a una amenaza percibida,
por ello suele traer consecuencias negativas importantes para los organismos en el
enfrentamiento (Alcazar-Cdrcoles y cols., 2010). Por ocurrir ante la percepcién o presencia de
una amenaza, también la nombran agresion defensiva, por ejemplo, ocurre ante la intrusion de
un organismo de otra especie en el territorio del residente. A diferencia de la agresion
instrumental, esta es evidente al desplegarse signos anatdbmicos muy caracteristicos por parte
del organismo, tales como la dilatacion pupilar, la ereccién pilosa, la retraccion de las orejas,
entre otras. Otro aspecto a resaltar es la falta de un blanco especifico, la agresion no esta
dirigida a un individuo en particular sino a la necesidad de responder ante un estimulo
motivador adverso. En humanos en un estado sano se manifiesta con ataques, impulsividad y
signos como la dilatacién pupilar y la aceleracién el ritmo cardiaco (Siegel y cols., 2007). De
manera patoldgica los asesinos afectivos tienen arranques agresivos impulsivos desregulados,
esto es, sin causa 0 motivo aparente (Alcazar-Corcoles y cols., 2010).

Al hablar de impulsividad, se entiende una “... fendencia a emitir una respuesta de
forma rapida, en ausencia de reflexion, y se caracteriza por comportamientos inadecuados,
poco planificados y que frecuentemente ponen al individuo en riesgo...” (Alcazar-Corcoles y
cols., 2010; p 292.. Esa impulsividad es la razon de que la agresion afectiva no sea planeada y
haya ataque encolerizado o enfurecido sobre el objeto percibido como fuente de la amenaza o
de la frustracion. Es también la razén por la que la agresion se inicia sin considerar una meta

potencial, es asi que el detonante interno es una emocion negativa (Blair y Charney, 2003).



Como ya se mencion0, las sefiales iniciales de la agresion impulsiva son la ereccion
pilosa, la dilatacion de las pupilas y otros signos motores del sistema autonomo, asi como el
grufiido y demaés posturas corporales de extremidades y cabeza distintivas, algunos de estos
componentes se mantienen incluso mientras se despliega el patron de ataque. La reaccién
generalmente conlleva un aumento gradual de la respuesta al detectar la aproximacion de la
amenaza, entonces al principio el animal se mantiene inmovil, después tratard de escapar sobre
todo si es imposible atacar a la amenaza y si no hay otra opcion atacara al agresor (Blair y
Charney, 2003).

1.2.La agresion en modelos animales

Debido a la amplia definicion de la agresion, se ha tenido que acotar a una clasificacion. Dicha
nomenclatura ha surgido en gran parte del analisis realizado en modelos animales, a pesar de
carecer de una definicion de la agresion méas adecuada a las caracteristicas de estos (Blanchard
et al., 2003). Sin embargo, como ya se vio, estos modelos animales han aportado evidencias
suficientes para proponer la clasificacion de agresion impulsiva e instrumental. Para el caso de
la agresion registrada en los modelos animales de roedores, se engloban las siguientes
variedades de comportamiento: “agresion ofensiva”, que son acciones realizadas por animales
adultos ante un reto; “agresion defensiva”, que se observa en respuesta a un ataque de un
depredador o de un conespecifico; “agresion materna”, son las acciones realizadas por la
hembra ante la amenaza de su progenie o ante la presencia de cualquier intruso que se
encuentre dentro del area de su nido; “agresion predatoria”, que es un ataque hacia un animal
con la finalidad de satisfacer el hambre (Blanchard et al., 2003).

De manera similar, entre los paradigmas experimentales utilizados para la investigacion
de la conducta agresiva, se tienen los siguientes tipos: el miedo-inducido, la agresiéon materna,
agresion entre machos, por irritabilidad, agresion relacionada al sexo, agresion territorial,
residente-intruso y depredacion. A excepcion de la depredacion, estos modelos de estudio del
comportamiento agresivo comparten las caracteristicas de la agresion afectiva o defensiva
(Siegel y cols., 2007).

Es importante hacer notar que estos modelos son utiles porque han permitido entender

como ocurre la conducta agresiva y cudles son sus sustratos neurales. Sobre todo, nos ha



permitido reconocer regularidades caracteristicas de las especies animales para las
demostraciones agresivas dentro de las confrontaciones agonicas, en donde ocurre en muy
pocas ocasiones el dafio, la lesion y la muerte. Esto ultimo refiere al caracter adaptativo de la
agresion, es decir, la normatividad de las especies para refrendar su necesidad de reducir las
probabilidades de un dafio fatal. A su vez, estas limitaciones de la conducta agresiva natural
han permitido distinguir las formas intensas de agresion patoldgica. Estas formas, dentro de
las que se incluyen términos como la “violencia”, son “factores decisivos sociales y neurales
de excesivo y pervertido comportamiento agresivo humano, en particular los actos
impulsivamente violentos” (Miczek y cols., 2004). Los modelos animales a menudo estan
orientados a investigar dichas manifestaciones patoldgicas del comportamiento, tanto dentro
de las enfermedades psiquiatricas como dentro de los contextos sociales, la mayoria de ellos
en relacion a las problematicas humanas (Miczek y cols., 2004).

La agresion exagerada e impulsiva en los individuos pierde su capacidad comunicativa y
su funcion bioldgica. Las investigaciones sobre este tipo de agresion, la cual exceden los
patrones y niveles normales tipicos de la especie, permiten evaluar de manera detallada los
diferentes componentes de la agresividad, asi como manipular dicha conducta a través de
modelos farmacoldgicos y de desarrollo. La forma de reconocer en los modelos animales
dicha alteracién es la corta latencia, la alta frecuencia e intensidad de los patrones
conductuales agresivos, la falta de inhibicion ante la sumision y los actos indiscriminados,
persistentes y nocivos por parte del individuo (Miczek y cols., 2004). Asi las siguientes son
categorias de estudio dirigidas a entender la agresion intensa: “agresion por frustracion”,
ocurre ante la recompensa planeada no concretada, a esto se le conoce como experiencia
frustrante; “instigacion social”, consiste en la reaccion intensa hacia la observacion de un rival
aln por breve instante, generalmente esta reaccion es de tipo agresivo; “agresion anticipada”,
se condiciona al animal a una confrontacidn agresiva luego de completar un requerimiento
especifico, estos animales se anticipan al encuentro mostrando ereccion pilosa, cautela y
temblor de la cola (Miczek y cols., 2004).

Hay otra prueba que se utiliza para conocer el desarrollo de la agresion en los roedores
antes de establecer en la edad adulta los patrones caracteristicos de la conducta agresiva, esta

es la prueba de interaccion social de juego-lucha. La conducta conocida como juego-lucha es



una forma distintiva de interaccion social en las ratas juveniles (otros roedores como los
ratones también presentan este tipo de comportamiento). En él se incluyen una variedad de
actos rudos y rodadas entre un par de sujetos 0 en grupos mas numerosos. Un puaber inicia un
combate de juego o secuencia de juego con movimientos rapidos (correr), estos movimientos
resultan en maltiples contactos con uno o méas jovenes. Una secuencia de persecucion, de
rodadas y lucha termina después de que uno de los puberes asume una posicién de dominio
sobre el otro, esto es, cuando uno de ellos (sometido) se coloca en invertido, mostrando el
vientre, y el otro (dominante) se sube sobre él. La funcion del juego-lucha consiste en preparar
y ejercitar a los jovenes para el comportamiento adulto, asi incrementa la aptitud fisica y
proporciona las oportunidades para ejercitar las capacidades necesarias en la adultez. El juego-
lucha es una forma inmadura del comportamiento agresivo adulto, comparte con este Gltimo
los elementos de la dominancia, la amenaza, la intimidacion o el dafio hacia un conespecifico.
Sin embargo, es importante mencionar que el juego-lucha del puber normalmente no causa
alguna herida o lesion dolorosa o traumatica (un trauma fisico); mas adn, el puber es
espontaneo y no tiene la persistencia como en la agresion del adulto (que puede insistir por
dias o incluso semanas). Otra diferencia esta en el surgimiento esporadico del juego-lucha
dentro un grupo juvenil, mientras en el adulto esta dirigido especificamente a un genero y
situacion (agresion materna o entre machos), un ejemplo de esto es la agresion observada en

contra de un macho adulto, extrafio e intruso (Thor y Holloway, 1984).

1.3.Agresion ofensiva y defensiva

Dentro de la agresion impulsiva o afectiva hay una clasificacion mas minuciosa. La
razon se debe a la variedad de necesidades presentes en las situaciones sociales. De lo anterior
surge la agresion ofensiva y defensiva. Cabe aclarar que aunque ambas agresiones parecen
opuestas, se ubican dentro de la agresidon impulsiva o afectiva debido a sus similitudes en los
mecanismos emocionales y las respuestas conductuales ante una amenaza. Asi, la distincion
entre ambas se basa en las condiciones precedentes, la variables organicas, la topografia del
ataque y el resultado tipico (consecuencia distintiva) (Blanchard et al., 2003). Las condiciones
precedentes tienen que ver con la situacion social, estas son diferenciables de acuerdo a las

estrategias del modo de vida de la especie, en este caso los roedores viven en colonias y, por



tanto, dentro de una jerarquia social. Las variables organicas se relacionan a la condicion fisica
y a las caracteristicas individuales del organismo, como el peso, la edad, el sexo, entre otros.
La topografia del ataque indica la zona del cuerpo hacia la que se dirige el ataque. El resultado
tipico se refiere a la prediccion de un resultado de acuerdo a la forma del ataque, por ejemplo,
en el caso de la agresion ofensiva el sujeto suele lograr el sometimiento del contrincante.

Respecto a la agresién materna, esta se expresa sélo en las hembras durante la lactancia,
incluye tanto caracteristicas de la agresion defensiva como de la ofensiva. En este contexto, la
madre elegira la estrategia a tomar de acuerdo al género del oponente; ante un macho la
respuesta agresiva sera de tipo defensivo, pero ante una hembra la agresividad serd ofensiva
(Blanchard et al., 2003).

La agresion ofensiva es una respuesta a un desafio o provocacion por la obtencion de
recursos o proteccion territorial y que tiene una importancia adaptativa. En contraste, la
agresion defensiva es una conducta en defensa de la integridad corporal del propio individuo.
Los blancos del atague ofensivo son los flancos y la espalda del contrincante mientras que el
del defensivo es el hocico del conspecifico o del depredador (Blanchard et al., 2003). Un
ataque por parte de un macho incita una defensa de parte del atacado. Asi, es inevitable
observar que ambos comportamientos, el ofensivo y defensivo, se pueden expresar por un
mismo individuo, dependiendo del contexto social en que se encuentre. Un ataque
normalmente inicia con un acercamiento social de exploracién, esto es olfatear la region
anogenital, la nariz y el cuerpo del oponente, seguida de una ereccion pilosa en la espalda. La
primera exploracion se utiliza para obtener informacion sobre el género y desarrollo sexual del
intruso, entonces una vez refrendada la posicion del contrincante (macho adulto) es posible
para el residente atacar o morder sin preludios (Wall et al., 2003).

Las mordidas a la espalda son una manera de controlar el comportamiento agénico. El
lenguaje corporal del residente u ofensor anuncia las mordidas con un avance lateral de ataque
mientras empuja en contra del oponente erguido para lograr sacarlo de balance. El ofensor
puede embestir al oponente de frente o en circulos desde esa posicion lateral, esta es otra
manera de llegar a la espalda. Para proteger su espalda, el oponente se coloca en posicion
supina. Ante un oponente tirado sobre su espalda, el agresor permanece sobre el vientre del

contrincante, en algunas ocasiones lo empuja, en otras lo jala para voltearlo y exponer su



espalda de nuevo. Si el intruso trata de escapar, el residente lo persigue. Asi, se puede notar
que ante cualquier situacion el ofensor siempre tratara de exponer la espalda del oponente para
morderla (Wall et al., 2003). La razon principal de exponer el vientre en posicion supina ante
los dientes del contrincante responde a la profunda inhibicién por parte del agresor para atacar
esa parte del cuerpo. Esto convierte a la posicion supina en la mejor posibilidad para
protegerse del ataque (Blanchard et al., 2003).

El ataque de un macho dominante hacia un intruso en su territorio es agresion ofensiva.
Se considera que los animales sociales como las ratas tienen muy marcados los blancos de
ataque de acuerdo al tipo de agresion. Esto sucede porque el herir mortalmente a un miembro
de su colonia en sociedades pequefias y por tanto genéticamente cercanas se traduce
evolutivamente en un dafio para el propio agresor. Por ello, la estrategia de un macho
dominante es expulsar por medio de mordidas en la espalda a los machos jovenes de su
progenie para evitar la competencia en lugar de matarlos, eventualmente, esos macho jovenes

transmitiran sus genes al aparease con hembras de otras colonias (Wall et al., 2003).

1.4. Prueba de residente-Intruso
Como ya se menciono, es necesario tener un modelo, paradigma y protocolo de registro dentro
de la investigacion dirigida a entender la agresion La prueba residente-intruso es uno de los
paradigmas utilizados, aprovecha el componente territorial del sujeto para inducir la
confrontacion.

Se coloca un macho residente (o acompafiado de una hembra, la cual se remueve antes
de iniciar la prueba) dentro de una caja por 24 h. Pasado este tiempo, se introduce en esa
misma caja un macho desconocido de similar peso y edad, este es el intruso. La prueba
consiste en reconocer y cuantificar durante un tiempo estipulado los diferentes componentes
de la conducta agresiva durante la confrontacién de los sujetos, dependiendo del objetivo del
estudio se centrara la atencion en uno o ambos contrincantes. En la prueba se suelen utilizar
animales inexpertos para observar una mayor variedad de tendencia del ataque, debido a que
un experto atacaria directamente (Wall et al., 2003).

Tipicamente el comportamiento observado durante la prueba sigue el siguiente

desarrollo conductual: el residente inicia un acercamiento exploratorio social (olfateo,



ereccion pilosa y chillido) seguida de un ataque a la espalda y la defensa por parte del intruso.
La situacion se continda en un ataque y contraataque de ambas ratas, donde a menudo el
intruso se opone atacando activamente al residente. Entre mas experiencia tiene los sujetos
defendiendose mas evitan las mordidas y menos huyen para evitar dejar su espalda y flanco al
alcance del ofensor mientras corre (Wall et al., 2003),

Las mordidas defensivas de los subordinados o intrusos suelen suceder pocas veces, tal
vez por la situacion experimental controlada. Se observa la mordida del intruso
inmediatamente después (1s) y durante la mordida que le propina el residente porque
aprovecha la cercania del hocico o la cabeza del residente para morderla. Cabe mencionar que
las ratas silvestres, probadas en el laboratorio o en el medio natural, dirigen este mismo patrén
de ataque ofensivo y defensivo (Wall et al., 2003). También, componentes de la agresion
ofensiva como perseguir, el ataque lateral y lucha, asi como de la agresién defensiva como el
arqueamiento del dorso, las orejas en posicion horizontal y hacia atrés, la posicion erguida de
defensa, el grufiido/vocalizacion y la huida son muy similares entre las ratas silvestre y de
laboratorio (Blanchard et al., 2003).

1.5. Componentes neuroanatémicos de la agresion

Se ha sugerido que las areas neurales importantes para la regulacion de la agresion son
similares en los seres humanos y los animales. A continuacién se describira brevemente el
mecanismo funcional y algunas de las areas neurales que modulan la expresion de la agresion.

Los componentes de la agresidon son organizados, principalmente, por la sustancia gris
periacueductal dorsal y central (PAG por sus siglas en inglés). La PAG se ubica alrededor del
acueducto cerebral, su parte dorsal recibe proyecciones del hipotalamo, de la amigdala central
y basal, de la corteza prefrontal y del nlcleo septal. De su parte ventral recibe proyecciones de
la amigdala central (Gregg, 2003).

Las neuronas de la PAG proyectan al tallo cerebral, region efectora de los componentes
de la agresion defensiva. Las proyecciones de la PAG van a: 1) locus ceruleus (produce la
excitacion del sistema simpatico); 2) al area tegmental central, al nacleo motor del nervio

trigmino (responsable de la apertura mandibular y el siseo); 3) la region motora



mesencefalica, a las neuronas motoras de la medula espinal y al ndcleo hipogloso
(responsables de la vocalizacion y movimientos de la lengua) (Gregg, 2003).

Basicamente, la PAG envia comandos por medio de sus proyecciones descendentes a la

region efectora del tallo cerebral, la cual puede estimular la expresion de conductas defensivas
por sus proyecciones motoras. Otro de los componentes neurales que participan en la
modulacién de la agresion principalmente defensiva, ademas de otras conductas como la
reproduccion, ingestion de alimento y la homeostasis, es el hipotdlamo medio. Esta region
recibe proyecciones de un amplio nimero de areas limbicas y del tallo cerebral. El hipotalamo
medio a su vez proyecta hacia la PAG (Gregg, 2003). Finalmente, aunque no de menor
importancia, el area hipotalamica anterior y el hipotalamo ventromedial (HVM) también
participan en la modulacion de la agresion. Por ejemplo, lesiones o destrucciéon del HVM en la
rata estimulan la agresion (Gregg, 2003; Albert et al., 1985).
La intensidad de la agresion es modulada por las estructuras corticales y limbicas, a estas se
les llama por tanto estructuras moduladoras. A continuacién se describen las més relevantes
para la agresion, incluyendo a la amigdala, el septum, la corteza prefrontal y el nacleo
acummbens. La participacion de las anteriores estructuras neurales en la modulacion de la
agresion se ha logrado conocer por medio de la lesion y estimulacion eléctrica de dichas areas
(Gregg, 2003).

La amigdala se localiza en la parte anterior al hipocampo en el I16bulo temporal. Tres de
sus nucleos, el basal, lateral y el accesorio basal, se localizan en el centro del complejo
amigdalino mientras que el resto se localizan en la periferia del mismo, estos son el nicleo
medio, el nucleo cortical y el area amigdaloide anterior. La mayoria de los impulsos que
Ilegan a la amigdala provienen de la corteza cerebral y del tdlamo, los cuales proyectan a los
demas nucleos amigdalinos, entre ellos el basal y central. El nlcleo basal a su vez proyecta al
nucleo central. El nucleo central proyecta a las areas del bulbo raquideo, entre ellas a la PAG.
Entonces la informacion en la amigdala fluye del nucleo lateral al central, medio, basomedial
y basolateral. La activacion del nacleo central inhibe la agresion defensiva y la del nicleo
medio la aumenta (Gregg, 2003).

Por otro lado, la corteza prefrontal estd implicada en la inhibicién del comportamiento

en general, en particular inhibe las respuestas inapropiadas en la seleccion de tareas, trabajo de



memoria y la personalidad. En humanos y monos esté bien definida por una capa granular, la
cual recibe numerosas proyecciones del nicleo mediodorsal del tdlamo. Este a su vez recibe
proyecciones de la amigala y de otras areas. En los roedores y gatos la corteza prefrontal no
esta definida por una capa granular. Tal vez debido a la importancia de esta en la ruta sinaptica
para alcanzar la conciencia en el caso de los primates es que existe dicha diferencia. La
estimulacion eléctrica en esta area suprime la respuesta defensiva hipotalamica (hipotalamo
medio) y la lesién en el hipotdlamo medio evita la supresion. De manera similar, cuando la
corteza prefrontal tiene una funcion reducida también se evita esta supresion de la agresion
defensiva (Gregg, 2003).

El Nucleo Bed de la Estria Terminalis (BNET, por sus siglas en ingles) también
participa en los procesos afectivos de la agresion por sus conexiones con la amigdala y el
hipotdlamo. Lesiones del BNET estimulan la agresion en la rata y el gato (Gregg, 2003).

El nlcleo acumbens es importante en la motivacion y accion de recompensa y
comportamientos dirigidos a metas. Esto ocurre gracias a la inervacion dopaminérgica
proveniente de las células del area ventral tegmental (por sus siglas en ingles VTA) con un
papel crucial en estos comportamientos. EIl nucleo acumbens influye en la expresion de los
componentes agresivos, principalmente aquellos dirigidos a una meta, es el caso del las
patadas y del ataque directo con las garras y dientes. Por ello es importante en el control
limbico de la actividad motora (Gregg, 2003).

1.6. Emocion y agresion Afectiva
El comportamiento agresivo tipico descrito en parrafos anteriores es considerado un recurso
apropiado del repertorio adaptativo dentro del comportamiento de los individuos. El problema
surge al no darse una regulacion emocional apropiada. Thomson (1994), defini6 a la
regulacién emocional como “los procesos extrinsecos e intrinsecos responsables de
monitorear, evaluar, y modificar las reacciones emocionales para realizar un objetivo” (p. X).
Asi, ante una situacion social donde un estimulo que normalmente no provoca una reaccion
agresiva, el estimulo sobre-activa la respuesta estresante basica y se expresa la agresion; esto
puede ocurrir en individuos que no regulan de manera adecuada las emociones, como en los

humanos con perturbaciones psiquiatricas (Blair y Charney, 2003).



La agresion afectiva generalmente se expresa de manera espontanea, sin planeacion ni
premeditacion por medio de ataques intensos y excesivos respaldados por procesos de furia
sobre los objetos o individuos que se perciben de manera exagerada como amenazas 0
frustraciones. Cabe aclarar que la meta en la agresion reactiva no tiene un objetivo definido o
mejor dicho consciente o activo como ocurre con la depredacion, pues al ser un detonante
emocional el estimulo es irritante o estresante para el animal (Blair y Charney, 2003).

Como vya se dijo, existen dos vias que hacen inapropiada la regulacién emocional de la
agresion, una es que el sistema sensorial que percibe la amenaza este alterado y no sea
suficiente la actividad reguladora (sistema cortical) para inhibir la agresividad. La otra via es
que el sistema regulador este dafiado o funcionalmente deficiente e intérprete
inadecuadamente el estimulo social y desencadene la agresion. Normalmente, una
estimulacion leve al circuito neural de la agresion afectiva inicia una respuesta de
congelamiento en el animal, un nivel superior del estimulo desencadena un comportamiento
de escapatoria, y un nivel todavia més alto del estimulo desata la agresion defensiva (Blair y
Charney, 2003). Una de las maneras de reconocer el nivel del estimulo es por medio del grado
de amenaza hacia el sujeto, esto es, como se describié anteriormente, cuando el ofensor o
agresor va aumentando el grado de agresion; primero amenaza, si no logra amedrentar
entonces persigue, Y si no huye el intruso finalmente lo ataca.

Las neuronas de la corteza frontal y de la corteza orbito-frontal participan en la
modulacion del circuito de la agresidn. Primero, el procesamiento de las sefiales visuales y
auditivas dentro de un contexto social (sefiales de amenaza y de provocacion) se realiza en la
parte posterior y media de la corteza temporal, al reunirse estas sefiales, el I6bulo temporal
anterior evoca eventos e informacion relevante relacionados a estas, por ejemplo, el estatus
social, sexo, etc. del oponente. Posteriormente estas sefiales activan directamente, aunque de
un modo difuso, los sistemas de respuesta de agresién/irritabilidad en la corteza
cortical/subcortical (Potegal, 2012). Entonces el circuito corre de la amigdala media,
desciende principalmente por la estria terminalis hacia el hipotdlamo medio y de ahi a la mitad
dorsal de la sustancia gris periacueductual (Blair y Charney, 2003).

Este sistema se organiza jerarquicamente, esto significa que la presencia de la conducta

agresiva provocada por la estimulacion eléctrica de la amigdala depende de la integridad



funcional del hipotdlamo medio y la PAG, por el contrario, la agresion resultante de la
estimulacion de la PAG no requiere de la integridad funcional de la amigdala, entonces la
jerarquia funcional indica que la PAG es la parte final de la ruta necesaria para realizar la
conducta agresiva, si este ultimo “peldafio” estd dafado, no importa que el resto del circuito
funcione bien no habra respuesta agresiva; por el contrario, si este funciona correctamente y
hay alguna anomalia en el circuito, la manera de presentarse la conducta agresiva cambiard, es
decir, la modulacion de la agresion estara afectada (Blair y Charney, 2003).

Se han descrito al menos tres sistemas principales reguladores de la agresién. Estos son:
1) la amigdala y dos regiones corticales, 2) la corteza media frontal, y 3) la corteza orbito-
frontal. La amigdala, por su parte, modula la probabilidad de que el organismo inicie la
agresion ofensiva, parece inhibir la agresion afectiva, debido a que reacciona principalmente
para reforzar o aborrecer un estimulo. La amigdala podria mejorar o disminuir la respuesta del
sistema cortical responsable de actuar ante la amenaza (Blair y Charney, 2003).

Las neuronas de la corteza frontal participan en la modulacién de los circuitos
subcorticales mediadores de la agresion afectiva. Se ha encontrado que una disfuncion de la
corteza prefrontal estd presente en individuos con una agresion predominantemente afectiva.
Ademas, los diferentes aspectos de las funciones ejecutivas son disociables y mediados por
distintos sistemas neurales a su vez favorecidos por distintas regiones de la corteza prefrontal.
Aunque la corteza media frontal y la corteza orbito frontal estan interconectadas y
frecuentemente funcionan en conjunto, tiene diferente rol y la regulacion que ejercen sobre la
emocion la realizan por medio de procesos computacionales distintos. Un estimulo adverso
suprime a las neuronas de la corteza media frontal hasta el punto de permitir la activacion de
la amigdala por parte del estimulo adverso (Blair y Charney, 2003). Ademas, la corteza orbito
frontal puede incrementar o disminuir la probabilidad de expresar la agresion reactiva en
funcién del contexto social (Blair, 2004).

Generalizando, la amigdala y la corteza frontal (media y orbito-frontal) modulan el
circuito de accion de la agresion afectiva. La amigdala ejerce su accion moduladora ante la
presencia de una amenaza o ante una sefial dentro del ambiente. La modulacién por la corteza

frontal ocurre en funcion de la informacién social de tipo emocional, la representacion de las



normas sociales y el conocimiento de la posicion del contrincante en la jerarquia de

dominancia (Blair y Charney, 2003).

1.7. Laamigdala y la agresion defensiva o afectiva
La agresion defensiva, también llamada impulsiva o afectiva, como ya se mencion0, esta
relacionada a emociones negativas, por esto se ha conectado a conceptos como la violencia
impulsiva, esta ultima se vincula con alteraciones en los sistemas cerebrales de regulacién
emocional (Alcazar-Cércoles y cols., 2010).

El nacleo medial de la amigdala potencia la agresion defensiva, esto ocurre cuando se
estimula eléctricamente esta area, estimulo que se proyecta hacia el hipotdllamo medio. Al
mismo tiempo, la excitacion del nucleo medial suprime la agresion predatoria, conducta
mediada por el hipotdlamo lateral. Por otro lado, la estimulacion de los nucleos lateral y
central de la amigdala suprime la respuesta agresiva defensiva. Por tanto, la via de accion es
disinaptica (dividida en dos rutas sinapticas), en donde la sefial de potenciacion va a la estria
terminalis y de ahi al hipotdlamo medio, mientras que la de supresion, por medio de las
neuronas inhibitorias GABAEérgicas, proyecta del hipotalamo medio al hipotdlamo lateral para
suprimir el ataque predatorio. Si por el contrario se inhibe la agresion defensiva, las neuronas

GABA¢érgicas inhibitorias proyectan desde la amigdala a la PAG mientras la amigdala lateral

O

excita el ataque agresivo predatorio (Siegel y cols., 2007).
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Figura 1. Se muestran las proyecciones de la amigdala, los signos de més rojos indican la estimulacion
y los signos menos azules indican la inhibicion (Siegel et al., 2007). CE=amigdala central; ME=
amigdala media; MH= hipotadlamo medio; LH= Hipotalamo lateral; Glu = glutamato; PAG=sustancia
gris periacueductual.




La sefial de potenciacion es realizada por las proyecciones largas glutamatérgicas,
mismas que salen del hipotdlamo medio hacia la PAG, lo que constituye la ruta descendente
de la agresion defensiva. La sefial de supresion es realizada por las neuronas GABAEérgicas,
estas tienen axones cortos y se conectan al hipotdlamo lateral para inhibir el ataque predatorio
(Siegel y cols., 2007).

Resumiendo, la accion del sistema en su conjunto es el siguiente: Las estructuras
limbicas, como la amigdala y la corteza prefrontal, son activadas por sefiales sensoriales que
llegan hasta ahi por medio de las vias aferentes, estas vias provienen de las regiones
sensoriales de la corteza cerebral y sus regiones limbicas son a su vez moduladas por las
neuronas monoaminérgicas situadas dentro de la formacion reticular del tallo cerebral (Siegel
y cols., 2007). Subsecuentemente, los cambios en los niveles de excitabilidad dentro del
sistema limbico cambia la regulacién a través de las rutas eferentes de las estructuras limbicas
como el fornix y la estria terminalis a el hipotdlamo, lo que provoca cambios en la
excitabilidad de las neuronas hipotalamicas, afectando directamente el control de los

mecanismos neurales sobre el comportamiento agresivo y la ira (Siegel y cols., 2007).
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Figura 2. Se muestra esquematicamente el circuito neural de la agresion afectiva (Modificado de
Gregg, 2003).



1.8.La serotoninay la agresion defensiva o afectiva

Estudios clinicos y preclinicos (en animales de laboratorio), sugieren que la serotonina (5-
hidroxitriptamina; 5-HT) es el mayor modulador de las conductas emocionales como la
ansiedad, depresion, impulsividad y agresion, pues integra funciones sensoriales, cognitivas y
motoras en un amplio rango de especies, incluyendo al humano (Takahashi et al., 2011;
Olivier, 2004; Quadros et al., 2010; Lesch, 2003; Coccaro, 1989). Estudios iniciales
propusieron la hipotesis del déficit de serotonina y la expresion de conductas agresivas
impulsivas, hostiles y violentas (Quadros et al., 2010). Ademas, se han reportado bajos niveles
del metabolito de la 5-HT, el &cido indolacético (5-HIAA), en liquido céfalo raquideo en
primates no humanos (Wesergaard et al., 1999), en marinos con historia de agresividad
repetitiva (Brown et al., 1979), y en pacientes con personalidad antisocial y alcohélicos tipo Il
gue manifiestan agresividad impulsiva (Linnoila et al., 1983). En especies como el hamster y
la rata, los machos que son instigados a pelear tienen niveles bajos de serotonina en el
hipotadlamo y la corteza prefrontal (Van Erp & Miczek 2000)

En general, la disminucion en la activacion de los receptores a serotonina, en el numero
de neuronas serotonérgicas o bajos niveles de serotonina o su metabolito (5-HIAA) en el
liquido cefalorraquideo, se relaciona con el aumento de la agresion afectiva. Por ello, se ha
postulado que la deficiente regulacién serotonérgica altera la regulacién emocional y agresiva
del tipo afectivo por dos vias, 1) menor eficacia en las funciones de las regiones frontales,
aquellas implicadas en la regulacion de este tipo de agresion, y 2) previniendo la accion
supresora selectiva del receptor 5-HT1a en las neuronas del PAG, mediadoras de la agresion
afectiva (Blair y Charney, 2003).

El sistema serotonégico central se origina en el mesencefalo y tronco del encéfalo del
complejo del rafe. Estd ampliamente distribuido a lo largo del cerebro y su mensajero quimico
es vistos como un control maestro de los neurotransmisores. Este elaborado sistema de
comunicacion neural es mediado por aproximadamente 14 subtipos de receptores pre y pos
sinapticos. Las conexiones rostrales y caudales del Rafe se dirigen hacia el hipotdlamo
anterior, la amigdala (medial), el séptum, la corteza orbitofrontal y prefrontal media, la
sustancia gris periacueductal, el hipocampo y al nicleo accumbens (Gregg, 2003). La corteza

prefrontal es la mayor receptora de conexiones aferentes serotonérgicas. Parece que en



individuos con comportamiento violento impulsivo hay una disfuncion en estas conexiones.
Esta falta de regulacion de las emociones negativas es un riesgo para generar la agresion y la
violencia (Lesch, 2003).

La accion de la serotonina como mensajero es regulada por sus enzimas de sintesis y
metabolismo, ademas de su trasportador. Las neuronas del rafe envian sus proyecciones a
practicamente todas las regiones cerebrales implicadas en el comportamiento agresivo, y las
neuronas presentes en las areas mediadoras de la agresion, expresan densamente receptores del
subtipo 5-HT1 y 5-HT>. Ademas, la serotonina es un regulador importante de la actividad
morfogenética en las etapas tempranas del desarrollo, asi como en la neurogénesis y
plasticidad en la edad adulta, donde se incluye la proliferacion celular, migracion,
diferenciacion y sinaptogénesis (Lesch, 2003).

Se ha propuesto la hipotesis de que la 5-HT ejerce un control inhibitorio sobre la
agresion. La disminucion de la actividad serotonérgica central puede causar un déficit en la
espera del reforzamiento y disminuye la latencia para iniciar la agresion impulsiva y favorece
la expresion de la violencia. Las concentraciones en el liquido cefalorraquideo del mayor
metabolito de la serotonina, el 5-HIAA, refleja la actividad serotonérgica presinaptica en el
cerebro. Se ha encontrado didminucién de la concentracion de 5-HIAA en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con comportamiento impulsivo, agresivo y con desérdenes
psiquidtricos, asi como en victimas de suicidios violentos,. Ademas, bajas concentraciones de
5-HIAA pueden predecir la agresion explosiva y la violencia impulsiva en chicos con
desdrdenes conductuales. Igualmente, macacos rhesus machos con bajas concentraciones de 5-
HIAA presentan comportamiento antisocial (Lesch, 2003).

Los estudios de tomografia por emision positrones (por sus siglas en inglés PET) ha
mostrado una disminucion del metabolismo de la glucosa en respuesta a un estimulo
serotonérgico en las regiones corticales prefrontales y del cingulo anterior de pacientes con
desorden de personalidad impulsiva y agresiva, es decir, ha mostrado anormalidades en la
funcion de la 5-HT (Lesch, 2003). De igual forma, por medio del PET se ha observado en
pacientes con desorden de personalidad antisocial en quienes hay una propension a la agresion
impulsiva y una reduccion en el volumen de materia gris en dichas areas neurales. También se

han registrado anormalidades en la corteza prefrontal de individuos responsables de una



agresion impulsiva. En asesinos con desdrdenes de impulsividad y afectividad, hay una
hipoactividad en el area prefrontal tanto en su zona lateral como madia, asi como una

hiperactividad en la amigdala derecha, pero no en la izquierda (Lesch, 2003).

1.9. Los receptores 5-HT y la agresion
Se han caracterizado 14 diferentes tipos de receptores a serotonina: 1A , 1B, 1D, 1E, 1F, 2A,
2C, 3, 4,5 A, 5B, 6 y 7, localizados en la mayoria de las areas neurales involucradas en la
modulacion de la agresion (Takahashi et al., 2010). Sin embargo, la excesiva agresividad e
impulsividad es causada por un decremento en el intercambio de 5-HT y por una deficiencia
en la funcion de los receptores 5-HT1a Yy 5-HT1g en regiones cerebrales relacionadas a la
emocién (Lesch, 2003).

Los receptores 5-HT1a estan localizados preferentemente a nivel presindptico en las
dendritas (receptores somatodendriticos) que inervan a las neuronas del rafé, y a nivel
postsinaptico en neuronas no serotonérgicas (Olivier, 2004). El receptor 5-HT1g se expresa en
los ganglio basales, la sustancia gris central, el septum lateral, el hipocampo, la amigdala y el
rafé tanto en su faceta de terminales presinapticas para inhibir la liberacion de 5-HT o como
heteroreceptores moduladores de la liberacion de otros neurotransmisores. La activacion de
este receptor influye en la ingesta de comida, la actividad sexual, la locomocion y la agresion.
Ademas de ser muy importante en la modulacion de la locomocion y la agresion, también
participa en el comportamiento adictivo y agresivo, pues al ser suprimido en ratones (KO del
receptor 5-HT1g), estos animnales presentan mayor ingesta de cocaina y alcohol, asi como un
aumento en los ataques realizados (Lesch, 2003).

Como se menciond previamente, la activacion de los receptores 5-HT:a y el 5-HT1g
tienen una participacion importante sobre la regulacion del comportamiento agresivo. Asi, la
administracion de agonistas a dichos receptores causan una reduccion en el ataque ofensivo en
ratas y ratones (Wall et al., 2003). Ademas, la agresion ofensiva se asocia a incremento
postsinaptico de la disponibilidad del receptor 5-HT:1a en las regiones limbicas y corticales
(Lesch, 2003).



1.10. El déficit de serotonina como responsable de la agresion
Una de las maneras en que se ha apoyado a esta hipdtesis es aquella en la que se ha hecho
manipulacion de los niveles de triptofano, precursor de la sintesis de serotonina. La
disminucion de triptofano en la dieta se ha relacionado con el aumento en el comportamiento
agresivo. También se sabe que esta deficiencia se vincula con comportamientos combativos
(Siegel y cols., 2007).

Otra de las maneras que se ha relacionado el déficit de serotonina y agresion, es la
manipulacion de la hidroxilasa que participa en la sintesis de 5-HT. Se han detectado
variaciones del gen que la codifica dicha enzima y, la disminucion en la activacion de dicho
gen, produce la disminucién en la cantidad de serotonina sinaptica. Asi, son explicables no
solo los bajos niveles de serotonina en cerebro, sino también la intensificacion del
comportamiento agresivo (Siegel y cols., 2007).

Los niveles hormonales también muestran un cambio ante la variacion del nivel de serotonina.
Cuando los niveles de serotonina disminuyen, se observa un aumento en la respuesta
endocrina, sobre todo de la prolactina, de la hormona del crecimiento, del cortisol y de la
corticotropina y se despliega un mayor indice de agresion. Lo mismo ocurre con las hormonas
gonadales, en donde se ha visto que individuos con un alto indice de agresividad, ademas de
tener bajos niveles de 5-HIAA en liquido cefalorraquideo, presentan altas concentraciones de
testosterona en sangre. Algo interesante es que mientras los niveles bajos de serotonina son
asociados al aumento de impulsividad, la testosterona esta asociada a la competitividad
agresiva. Por ello, la combinacién de bajos niveles de serotonina y testosterona podrian
favorecer el aumento de la agresion impulsiva y competitiva, en general esto aumenta la

severidad de la agresion (Siegel y cols., 2007).

1.11. La experiencia social
La conducta depende de mdltiples factores: genéticos, contexto social, hormonales,
neuroquimicos y de las experiencias sociales durante el desarrollo del sistema nervioso. Esto
es especialmente importante en la primeras etapas del desarrollo posnatal de las especies

altriciales. Las especies altriciales nacen en un estado de desarrollo sensorial y motor



inmaduro, ejemplos de estas especies se encuentran en los félidos, cénidos, lagomorfos,
roedores y primates, incluyendo al humano (Champagne y Curley, 2011).

Se sabe que eventos adversos en etapas tempranas de la vida como la etapa prenatal y la
posnatal temprana, tiene efectos de larga duracién en el fenotipo de las crias (Curley y cols.,
2008). De hecho, se conoce que la experiencia temprana durante periodos sensibles tiene el
potencial de modificar los circuitos cerebrales por medio de la plasticidad cerebral (Heiming y
cols., 2011), ya que durante estos periodos del desarrollo, los factores ambientales tienen un
alto impacto en el comportamiento posterior (Beery y Francis, 2011). Las modificaciones mas
importante ocurren en la regulacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) y de los
neurotransmisores (por ejemplo, serotonina y dopamina) (Hasselt y cols., 2012; Cushing y
Krame, 2005).

El cuidado materno en los mamiferos representa el mayor constituyente del ambiente en
la primera etapa de vida. Las variaciones naturales en el cuidado materno causa un efecto
significativo sobre el contenido de los neurotransmisores en varias estructuras cerebrales e
incluso regiones como la corteza prefrontal, el hipocampo y el cuerpo estriado ventral (Masis-
Calvo y cols., 2013). La interaccidn de la progenie con la madre es la primera estimulacion
social que afecta a largo plazo su fenotipo. Los estudios en este campo del conocimiento han
ayudado a comprender la importancia de la historia de vida, favoreciendo el desarrollo de
aproximaciones experimentales dirigidas al estudio del desarrollo cerebral y la transmision del
comportamiento de una generacion a otra, conocida como la transmision intergeneracional

(Champagne y Curley, 2005).

1.12. Influencia del cuidado materno en el desarrollo cerebral y la conducta
La interaccién madre hijo ocurre en dos etapas en particular. Estas son durante la gestacion y
durante el periodo postnatal pre-destete. Las primeras son de importancia para aquellas
especies con largos periodos de gestacion. Sin embargo, como ya se dijo, en el caso de las
especies altriciales, la falta de madurez después del parto las obliga a depender del cuidado
materno (conducta materna: CM) durante el periodo posnatal (Champagne y Curley, 2005).
La CM consiste en el despliegue de patrones motores por parte de la madre, al final de la

gestacion, durante y después del parto, para proveer a las crias de calor, proteccion, nutricion y



estimulos sensoriales y sociales necesarios para el desarrollo de las crias. Después del parto,
la madre acarrea las crias al nido, les lame el cuerpo y los genitales y los amamanta. Ella lame
el cuerpo de las crias (para mantenerlas limpias), y la region anogenital (para estimular la
miccion y la defeccidn), ingiere su orina y heces fecales, las acarrea (si se alejan del nido), las
agrupa dentro del nido, se coloca sobre ellas, adopta la postura de amamantamiento y las
amamanta frecuentemente. Ademas, es agresiva hacia extrafios: conespecificos y humanos
(Rosenblatt y Lehrman 1963; Gonzalez-Mariscal y Poindron 2002). El amamantamiento inicia
cuando la hembra se coloca sobre las crias, mientras las lame, lo que facilita la succion,
posteriormente esta postura se intensifica (postura de amamantamiento de baja intensidad),
mientras algunas crias inician la succién, pero ella ain puede estar lamiendo algunas crias,
jalando material del nido o acicalandose. Posteriormente, dicha postura se intensifica ain mas
con una pronunciada ventroflexién, separacion de las extremidades posteriores y depresion de
la cabeza, de tal manera que se crea una cavidad bajo el vientre de la madre que permite el
amamantamiento de las crias (postura de amamantamiento de alta intensidad), en este
momento la hembra se queda inmdvil y no realiza ninguna otra conducta (Rosenblatt y
Lehrman 1963; Gonzélez-Mariscal y Melo, 2013). La expresion de las conductas anteriores
provee a las crias una gran cantidad de estimulos sensoriales (tactiles, odoriferos), sociales y
hormonales (a través de la leche materna), asi como procesos fisioldgicos tales como la
lactancia, que participan en la continuacion del crecimiento y desarrollo de estas (Gonzalez-
Mariscal y Melo, 2013).

Los estudios de privacion de los cuidados maternos durante la infancia en primates y
roedores han mostrado el importante papel de la experiencia temprana en el desarrollo del
comportamiento social. En monos rhesus aislados durante los primeros 3 a 12 meses de edad
muestran conductas defensivas en el comportamiento de juego (cuando son jévenes), tiene
deficiencias de aprendizaje, miedo exacerbado y una cohibicion del comportamiento (cuando
son adultos). Un efecto similar se observa en ratas adultas separadas de la madre desde el dia 3
posnatal y criadas en completo aislamiento social. La interaccion madre-crias se puede
interrumpir o alterar a través de diversos modelos experimentales, como la “manipulacion
materna” o la separacion materna. Dichas manipulaciones afectan a largo plazo el desarrollo

de diversos sistemas positiva 0 negativamente. La “manipulacion materna” consiste en



remover diariamente a las crias del nido por 15 min y regresarlos con su madre, procedimiento
que induce en la madre un incremento en la cantidad de lamidos hacia ellas. Al final de la
lactancia (en el destete; dia 22 postnatal), las crias de estas madres habran recibido una mayor
cantidad de dichos estimulos, los cuales modifican positivamente su desarrollo. Al contrario,
la separacion materna reduce o abole en las crias la percepcion de los estimulos sensoriales y
sociales. La separacion materna puede ser parcial (SMP) o total (SMT). La primera consiste en
separar a las crias del ambiente materno durante 3-24 horas diarias, durante los primeros 14
dias de vida. En cambio, la SMT consiste en separar a crias de 3-4 dias de vida del nido y
mantenerlas aisladas durante todo el periodo postnatal pre-destete dentro de un sistema de
crianza artificial, para proveerles calor, proteccion y nutrientes hasta el destete. La SMP causa
alteraciones negativas a largo plazo en varios sistemas fisiologicos, endocrinos, nerviosos y
conductuales (Hull et al. 1984). Sin embargo, este tipo de separacion no sélo involucra la
separacion de la madre y de los hermanos de camada, sino también producen estrés asociado a
cambios en la temperatura corporal y a periodos de privacién de nutrientes. En contraste, en la
SMT dichos efectos colaterales son de menor intensidad, e incluso existe la hipotesis de que
no ocurren. Especificamente, se ha reportado que la respuesta de corticosterona ante la
inyeccion subcutanea de solucion salina es similar entre las crias mantenidas dentro del
sistema de crianza artificial y las criadas por su madre (Lomanowska y cols., 2011). Se ha
reportado en ratas adultas que sufrieron SMT y criadas en el sistema de crianza artificial: 1)
déficit de atencidn e hiperactividad (Melo y cols, 2009; Gonzalez y cols., 2001), 2) déficit de
aprendizaje social (Levy y cols., 2003), 3) reduccion de la respuesta inhibitoria al prepulso
(PPI, prepulseinhibition, elemento utilizado como modelo de esquizofrenia; Lovic y Fleming
2004), 4) déficit en la expresion de la conducta sexual masculina (Lenz et al., 2008) y en la
conducta materna (Gonzalez y cols., 2001), 5) cambios en la respuesta a anfetaminas (Lovic y
cols., 2006), 6) incremento en la respuesta al estrés (Gonzalez y cols., 2001), 7) incremento en
los niveles de agresion ofensiva en hembras no gestantes (Melo y cols. 2006) y materna (Melo
y cols. 2009), y 8) mayor impulsividad (Lovic y cols. 2011). Con la finalidad de prevenir el
efecto de la privacion materna, en dichos estudios se proveen a las crias durante su aislamiento
(en grupos independientes) estimulos sensoriales (con una brocha de pelos de camello) o

sociales (se colocan crias de la misma edad dentro de los recipientes de aislamiento). Los



resultados han mostrado que dicho re-emplazo de estimulos previenen parcialmente algunos
de los efectos negativos de la SMT.

Las variaciones naturales en el cuidado materno también proveen evidencia de la
participacion de los estimulos provenientes de la madre en el desarrollo de la progenie. Las
crias que son cuidadas por madres que las acicalaron y lamieron mucho durante las primeras
dos semanas postparto manifiestan, cuando adultas, menos miedo, presentan una respuesta de
corticosterona al estrés atenuada e incrementan el nivel de expresion de receptores a
glucocorticoides en el hipocampo en comparacion a aquellas que recibieron pocas lamidas y
acicaladas (Champagne y Curley, 2005). Lo anterior muestra que la calidad-cantidad del
cuidado materno afecta la expresion fenotipica de la conducta y de la fisiologia del sistema de
respuesta al estrés (eje HHA). Ademas, deja claro que la variacién en la interaccion social
dentro del rango normal de comportamiento causa efectos duraderos y prolongados en la
descendencia (Champagne y Curley, 2005).

Es claro que la experiencia temprana influye en el desarrollo neurobiolégico. Por ello
encontrar los mecanismos relacionados es de suma importancia. Tradicionalmente, se ha
sefialado a los receptores a glucocorticoides en el hipocampo como los mediadores de los
cambios de la respuesta del estrés observados en las crias de acuerdo a la calidad de la crianza.
Se ha sugerido que la metilacion del DNA de las regiones que codifican para el receptor a
glucocorticoides es la principal responsable del cambio fenotipico. Cuando las crias reciben
con alta feecuencia lamidos corporales y genitales, asi como mucho tiempo de
amamantamiento, ocurre una disminucién de la metilacion del promotor al receptor alpha a
estrogenos. Basicamente, el grupo metilo a DNA bloquea el factor de transcripcion desde el
acceso adquirido para el gen, con ello la expresion del gen se hace silenciosa. Estos cambios
epigenéticos (cambios inducidos por factores externos que modifica la expresion de los genes)
se mantienen después de la division celular y ocurre durante la etapa de diferenciacion celular.
También se sabe que la metilacion no presenta cambios en todo el periodo de gestacion, es
hasta el dia 6 posparto que la diferencia en la metilacion se hace evidente y se mantiene
incluso hasta la adultez. En contraste, cuando las crias reciben pocos lamidos corporales y
genitales, asi como poco tiempo de amamantamiento, presentan mayor metilacion en la region

promotora del receptor a glucocorticoide y del promotor del receptor a estrogenos alfa que



aquellas mejor cuidadas, asi provoca una disminucion en la transcripcion de dicho promotor.
Esto se relaciona con los bajos niveles del receptor glucocorticoide en estas crias y, a su vez,
se asocia a la interrupcion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (Champagne y Curley,
2005).

1.13. Impulsividad y cuidado materno
La impulsividad se define como el control inhibitorio reducido o desinhibiciéon conductual, a
la intolerancia para demorar o postergar la recompensa y a la rapida toma de una decision con
falta de consideracion. Esta se relaciona a la pobre habilidad en la atencion y a la
hiperactividad. Ademas, esta incluye una gama de acciones que estan pobremente concebidas,
expresadas prematuramente, que ademas son exageradamente arriesgadas o inapropiadas para
la situacion y que frecuentemente terminan en consecuencias indeseables (Winstanley, 2007).

La impulsividad es un proceso general. Es la base de algunos problemas sociales
importantes, entre ellos la agresion. La impulsividad se considera una falla en la mediacion
inhibitoria a nivel central del sistema serotonérgico y se considera una pérdida de control
sobre la ansiedad del sujeto. Lo anterior es importante porque los comportamientos adictivos
se caracterizan por repetidos actos con la intencion de obtener un beneficio inmediato sin
reconocer una consecuencia negativa posterior y, ademas, fuera del control racional del
individuo (Brunner y Hen, 2007).

La agresion impulsiva por su parte, como ya se menciond, tampoco evita las
consecuencias negativas de llevar a cabo la conducta agresiva, la cual se caracteriza por no
frenar las ‘“ansias” de concretarla, por lo que el mecanismo subyacente a ambos
comportamientos puede atribuirse al componente conductual de la impulsividad. De manera
similar a lo que ocurre con la agresion, donde se propone una relacion inversa entre la
agresion y la serotonina, la impasividad sigue el mismo patréon de asociacion atribuyéndose

bajos niveles de serotonina con un comportamiento impulsivo (Brunner y Hen, 2007).

1.14. Reversibilidad de la experiencia temprana sobre la conducta
Aunque ha sido mostrada la duracién del efecto causado por la experiencia temprana, no se

debe olvidar la plasticidad existente en el sistema nervioso ante la experiencia subsecuente,



esta puede alterar el desarrollo de la conducta, incluso al grado de compensar el efecto de la
experiencia temprana. Sin embargo, esto no significa que el efecto se revierta por completo,
sino que la experiencia posterior por medio de otros mecanismos, una via alterna, puede
compensar el resultado final en el comportamiento (Champagne y Curley, 2005).

La SMT vy crianza artificial (CA) es un modelo experimental que permite evaluar la
participacion global de los factores o sefiales sensoriales y sociales provenientes de la madre y
de los comparieros de camada durante este periodo critico de desarrollo del sistema nervioso.
Ademas, también ayuda a determinar a través del reemplazamiento experimental, cual o cuales
de las sefiales involucradas participan en el desarrollo de determinados sistemas fisioldgicos,
neuroendocrinos o conductuales (Melo y Fleming, 2006). Como se ha descrito anteriormente,
esta manipulacion experimental (CA), afecta negativamente el desarrollo de diversos sistemas,
sin embargo poco se ha estudiado sobre sus efectos sobre el desarrollo de una de las conductas
sociales mas importantes para los individuos, principalmente los machos, como es la conducta
de agresion, asi como los posibles mecanismos afectados. Lo Unico que se sabe es que la CA
incrementa la agresion ofensiva y materna en la hembra (Melo y cols., 2009), asi como las
conductas de juego-lucha (conductas que preceden a la agresividad) en machos juveniles
(Ochoa, 2013). Sin embargo, se desconoce si la CA afecta el desarrollo de la agresion en
machos adultos, y mucho menos se conocen los mecanismos que podrian estar siendo
afectados. Asi, considerando que el aislamiento temprano, a través de la CA, incrementa la
impulsividad en las ratas macho (Lovic y Fleming, 2004), la agresividad en las ratas hembra y
las conductas de juego-lucha en los machos juveniles, es posible que la CA incremente la
agresividad en los machos adultos. Los resultados anteriores nos permiten hipotetizar que la
agresividad manifestada en la rata que sufrié separacion materna y CA pueda ser mediada por
una deficiencia en las concentraciones de serotonina en las areas neurales que regulan la
agresion como la corteza prefrontal, el hipocampo ventral, el nlcleo accumbens y el rafé
dorsal. En adicion, como se describié anteriormente, cuando se agregan dos crias de la misma
edad dentro del recipiente de aislamiento (Grupo CA-Social), los efectos de dicho
procedimiento se previenen parcialmente (Melo et al., 2009). Asi, en el presente trabajo se

pretende estudiar la relacion entre la concentracion de serotonina cerebral y la agresion en las



ratas adultas con ayuda del modelo de crianza artificial para establecer el efecto de la
experiencia posnatal pre-destete sobre el desarrollo de la agresion.



2. Antecedentes

Los roedores sometidos a estrés crénico o aislamiento parcial durante alguna de las etapas
tempranas de su desarrollo, presentan aumento del comportamiento agresivo en las siguientes
etapas de su vida (Gonzalez-Mariscal y Melo, 2013). Por ejemplo, las ratas juveniles aisladas
en el periodo posterior al destete invierten mas tiempo en la conducta de juego-lucha (olfateo
con el hocico o mordida hacia la base del cuello de un intruso) que aquellas que fueron
acompariadas durante dicho periodo por otras ratas de similar edad y tamafio (Hant et a.l,
2011). En ratones, se ha encontrado para las lineas genéticas de baja y alta agresion que el
aislamiento en el periodo posterior al destete, de manera similar al ejemplo anterior,
incrementa la agresion hacia otro raton, en comparacion a su homologo criado en grupo. Estos
datos sugieren que, independientemente de la carga genética, el aislamiento temprano altera el
mecanismo regulador de la agresividad (Garepy et al., 1995). De la misma forma, el
aislamiento de la madre y los hermanos de camada en la etapa posnatal pre-destete ha
mostrado tener un efecto sobre la expresion de la conducta agresiva en etapas posteriores de
ratas juveniles o adultas. Investigaciones previas desarrolladas por nuestro grupo de trabajo
mostraron que machos juveniles que sufrieron separacion maternal total y criados
artificialmente despliegan un incremento en la frecuencia y duracién la mayoria de las
conductas de juego-lucha, conductas que preceden a las conductas agresivas (Ochoa, 2013),
ademas las hembras lactantes criadas artificialmente son més agresivas en comparacion a las
ratas criadas por su madre o por aquellas aisladas que estuvieron en compafiia de sus
hermanos (grupo CA-Social). No obstante, datos indirectos del laboratorio han mostrado que
los machos adultos aislados y CA también muestran mayor agresividad que los criados por la
madre. Con lo anterior se sugiere un efecto duradero del aislamiento en lo referente a la
modulacion de las conductas agresivas.

La causa del comportamiento agresivo-impulsivo como una condicion patoldgica se ha
atribuido mayormente a la regulacion de la serotonina (hipotesis del déficit de serotonina;
Giacalone et al., 1968). En condiciones de laboratorio (experimentos de microdiélisis), ratas
macho adultas expuestas a una confrontacién agresiva mostraron una disminuciéon de la
concentracion de serotonina en la corteza prefrontal durante la confrontacién, efecto que

permanecio hasta una hora después de la misma (Van Erp y Miczek, 2000). También, se han



reportado bajos niveles de 5-HIAA (5-4cido inodolacético) en liquido céfalo raquideo en
primates no humanos y en una poblacion de marinos estadounidenses con un historial de
comportamiento agresivo (Wesergaard et al., 1999; Brown et al., 1979).

Basandose en el conocimiento previo de que el aislamiento social temprano y la CA
incrementa la agresividad en la rata macho puber, en el presente trabajo se empled el modelo
de CA vy se evaluaron los niveles de agresividad en los machos adultos. Ademas con la
finalidad de relacionar la agresividad presentada por las ratas aisladas con las concentraciones
de serotonina se evaluaron los niveles de ésta en areas neurales que modulan la agresividad
(corteza prefrontal, rafé dorsal medial, nicleo accumbens; core y shell) después de una

confrotacion agresiva.



3. Justificacion

El presente trabajo esta encaminado a estudiar las consecuencias de la experiencia temprana
sobre los mecanismos que regulan la agresion impulsiva para poder comprender la causa de
algunas manifestaciones patoldgicas del comportamiento agresivo utilizando un modelo
animal . Aunque se conoce la influencia de la experiencia temprana en el comportamiento, el
mecanismo afectado por dicha condicion no estd del todo esclarecido. Lo anterior nos ha
llevado a buscar la relacion entre la neurobiologia reguladora de ese comportamiento y la
alteracion producto de la experiencia. Asi, se obtendrd informacion sobre las causas y
mecanismos involucrados, especificamente se evalud si el sistema serotonergico podria ser
afectado por la privacion de los estimulos sensoriales y/o sociales proveniente de la madre y
de los hermanos de camada, y si esta afeccidon podria verse reflejada en un incremento en la
agresion de los machos.

Lo anterior es de suma importancia ya que los datos obtenidos permitiran sugerir y dar
atencion a situaciones especificas del &mbito humano, especialistas encargados de solucionar
las acciones humanas violentas tanto de caracter patoldgico e individual como de alcances
sociales pueden verse apoyadas por nuestro estudio para plantear y considerar nuevas

soluciones.



4. Hipotesis
El incremento de la agresion de los machos adultos que fueron aislados durante el periodo
posnatal pre-destete se relaciona con la reduccion de los contenidos de serotonina en areas

neurales especificas.

5. Objetivo general
Estudiar la relacion entre la concentracion de serotonina cerebral (homogenados) y la agresion
en un modelo de crianza artificial (con y sin estimulo social) con ratas adultas para establecer

el efecto de la experiencia posnatal pre-destete sobre el desarrollo de la agresion.

5.1.0bjetivos particulares

= Determinar las concentraciones de los contenidos de serotonina de homogenados de
corteza prefrontal media, el rafé dorsal y medial, asi como del ndcleo acumbens en la rata
macho adulta aislada (CA-Aislado) y criada pos su madre (CM).

= Determinar después de un encuentro agresivo los niveles de serotonina en la corteza
prefrontal media, el rafé dorsal y medial, y el nucleo acumbens en la rata macho adulta
Aislada (CA-Aislado) y CM.

o Establecer si el estimulo social (inclusién de dos compafieros de camada dentro del
recipiente de aislamiento; CA-Social) previene los efectos de la crianza artificial sobre el

comportamiento agresivo y los niveles de serotonina en la rata macho.



6. Metodologia
6.1.Sujetos
Se utilizaron 34 ratas macho de la cepa Wistar de 3-4 meses de edad. Fueron criadas en el
bioterio del Centro de Investigacion en Reproduccion Animal (CINVESTAV-Laboratorio
Tlaxcala-UAT) con ubicacién en la Facultad de Biologia de la Universidad Auténoma de
Tlaxcala en el municipio de Ixtacuixtla en Tlaxcala. Se alojaron en cajas de acrilico (44 cm de
largo x 28 cm de ancho y 19.5 cm de altura) bajo un ciclo de luz-oscuridad 12:12 h, el ciclo se
iniciaba al apagarse la luz a las 15:00 h, a una temperatura de 23+/-1°C. Los sujetos se
mantuvieron con alimento balanceado para roedores (Ratina, Purina) y agua ad libitum.
Ademas, se utilizaron adicionalmente dos grupos de hembras lactantes donadoras para proveer
de crias: a) como compafieros de las crias aisladas del grupo CA-Social, y b) para ser

utilizadas en la etapa adulta como los animales intrusos durante las pruebas Residente-Intruso.

6.2.Procedimiento General
El dia del parto (dia 0) cada camada se ajustd a ocho crias: cinco machos y tres hembras. Cuatro dias
después se retiraron cuatro machos de cada nido, uno de ellos se marcé en el dorso con un plumén de
tinta permanente y se regresd inmediatamente para ser criado por su madre (grupo control, CM-
Control). A los tres machos restantes se les implant6 un catéter PE-10 en la mejilla, a uno de estos tres
se le retir6 inmediatamente el catéter y se le regresd con su madre para ser criado por ella (grupo CM-
Ciego). Los otros dos machos fueron colocados dentro de un sistema de crianza artificial (CA, ver
crianza artificial; Gonzélez et al., 2001; Melo et al., 2006, 2009), con (CA-Social) o sin (CA-Aislado)
dos crias de la misma edad dentro del recipiente de aislamiento y fueron alimentados con férmula
lactea (leche preparada). La leche se administr6 a traves del catéter hasta el dia 22 postnatal (dpn), a
partir del dpn 18, se coloc6 dentro de los recipientes de aislamiento una mezcla de alimento
pulverizado y férmula dentro de pequefios recipientes para favorecer la transicion de liquidos a sélidos,
a partir del dpn 20 se incluyeron ademas de la mezcla antes referida pedazos pequefios de alimento. De
esta manera, se formaron los siguientes grupos experimentales: 1) CA-Aislado, estas crias recibieron
estimulacion en la regidn anogenital dos veces al dia para inducir la miccion y defecacion; 2) CA-
Social, recibieron igual nimero de estimulaciones anogenitales que el grupo anterior y fueron
acompafiados dentro del recipiente por dos crias de la misma edad, sus compafieros (as) fueron

remplazados cada 12 horas por otros recién alimentadas provenientes de madres nodrizas; 3) CM-



Ciego, fueron criadas dentro de la camada por su madre y 4) CM-Control, también fueron criados por
su madre.

Al finalizar los 22 dpn, las crias se retiraron del sistema de CA y se colocaron en cajas de
acrilico (34 cm de largo x 23 cm de ancho y 15 cm de alto) con uno o dos machos de la misma edad
para ser sus acompafiantes y permanecieron dentro del bioterio hasta alcanzar la edad adulta. A la edad
de 3-4 meses se tomaron 10 machos de cada condicion experimental (CA-Aislado, CA-Social, 0 CM-
Control/Ciego) y se sacrificaron por decapitacion para obtener las muestras en fresco de sus cerebros.
Inmediatamente después, se realizaron los cortes cerebrales correspondientes y de ellos se extrajo la
corteza prefrontal, el nlcleo acumbens y la porcion medial y dorsal del rafe con ayuda del Atlas de
Cerebro para la rata adulta de Paxinos (1997). Las muestras obtenidas se utilizaron para cuantificar las
concentraciones de serotonina en homogenados de tejido cerebral (Rosales et al., 1997) por medio de

la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion electroquimica (Grupo Basal).

Corteza prefrontal Ncleo accumbens 1.2 mm

1.6 mm

Figura 3. Esquemas de las &reas disecadas. En rojo se muestra la corteza prefrontal media y el nicleo
accumbens: a) core y b) Shell.



Figura 4. Esquemas de las zonas disecadas, a) la parte dorsal y b) la parte medial.

En un segundo experimento, machos de cada condicion experimental se separaron
individualmente en cajas transparentes (para poder visualizar bien las conductas), 24 hrs después
fueron expuestas 0 no a una prueba de Residente-Intruso durante 10 minutos. Inmediatamente después
del término de la prueba, se sacrificd a los machos y se obtuvieron las muestras en fresco de los
cerebros de las areas correspondientes (las mismas mencionadas para el grupo basal). Todas las
pruebas conductuales se video grabaron para posteriormente reproducirlas y registrar cada una de las
conductas agresivas con el programa de computo titulado “The Observer” (para detalles ver seccion:
Registro de Residente-Intruso). Todos los machos compafieros de los experimentales e intrusos en la
prueba fueron criados por madres donadoras en el bioterio, por lo tanto no tenian parentesco con las

ratas experimentales.

6.3. Implante de catéter
Crias de 4 dpn fueron, una vez pesadas, anestesiadas con metoxifluorano (Metofane, CDMV,
Inc) y sometidas a una cirugia con el propdsito de implantarles un catéter de polietileno (PE-
10; Clay Adams) de aproximadamente diez cm de longitud en la mejilla (Blake y cols., 1988).
Antes de comenzar el procedimiento quirtrgico, un extremo del catéter fue previamente
expuesto al calor para redondearlo, entonces en ese sitio se coloca una pieza circular de
plastico (rondana) para servir de anclaje en la pared interna de la mejilla de la cria (Fig. 1 a).
Posteriormente, se coloca dentro del catéter un cable guia de acero inoxidable de 0.24 cm. de
diametro y 7.2 cm. de longitud, un tubo de silastic cubre un extremo del cable guia para evitar

lastimar la boca de la cria (figura 1 b). Poco antes de implantar el catéter se humedece con



aceite el extremo donde se encuentra el tubo de silastic para asegurar un deslizamiento
adecuado a través de la mejilla de la cria. El cuerpo de la cria es sostenido con la mano
izquierda, la cabeza es tomada entre los dedos pulgar e indice, con la otra mano se introduce
dentro del hocico de la cria la cdnula guia por el extremo cubierto con el silastic, se empuja a
través de la mejilla, una vez que el extremo del catéter se observa en la parte externa de la
mejilla, se jala gentilmente hasta tocar con la rondana la pared interna de la mejilla.
Posteriormente se retira el tubo de silastic y el cable guia, se aplica una crema antibacterial
(Terramicina) en la pared externa del cachete, se coloca otra rondana por afuera y en seguida
un pedazo corto de catéter PE-50 en el catéter PE-10 para fijarlo a la pared bucal y evitar su
salida de la boca.

b) . . C) "\\
PE-10 Silastic \Rondana Implante
Y (r fi ]
3 S ;
J Seguro
Rondana Cable guia | (PE-50)

Figura 5. Se muestra, a) el area aproximada donde se coloca el catéter en la mejilla de la cria, b) el cabl
e guia, el catéter y el tubo silastic listos para el implantey, c) un esquema del implante.

6.4. Crianza artificial

Una habitacion con condiciones de temperatura y humedad adecuadas se preparo6 para alojar el
sistema de crianza artificial (24-26° C con humedad al 40-48%). Las crias fueron alojadas en
botes de plastico (11 mm. de didmetro x 20 mm. de profundidad) con el piso previamente
cubierto de aserrin estéril. EI bote o recipiente se coloco dentro de un segundo recipiente en
flotacion dentro de un acuario con agua a una temperatura de 39°C +/- 1, de esta forma la
temperatura al interior del recipiente oscilo entre los 34-36°C. Conforme las crias fueron
creciendo, la temperatura del agua se redujo de manera gradual hasta los 31-32°C al final del
periodo, cuando las crias ya tienen pelo.

El catéter implantado en la mejilla de las crias se conectd a un catéter de mayor calibre
PE-50 y este a su vez se conectd a una jeringa de 10 ml llena con una formula lactea especial

para las crias (formula tomada de la Universidad de lowa; Messer et al., 1969). Las jeringas



alimentaban a las crias durante 10 min de cada hora las 24 hrs del dia por medio de una bomba
de infusion programable (Harvard Mod. PH2000). La velocidad de infusion se ajust6 cada dia
de acuerdo al peso corporal promedio de las crias conectadas a la bomba (Gonzalez et al.,
2001). El procedimiento consistié en un primer paso en conocer la cantidad correspondiente al
33% del peso corporal promedio, es decir, el peso promedio de las crias se multiplica por 0.33,
el resultado (corresponde a la cantidad total de leche que consumiran por 24 horas) se divide
entre 240 (nGmero total de minutos de infusidn por dia) y este Gltimo resultado correspondio a
la velocidad de infusion. En los siguientes dias, la velocidad se ajusté de acuerdo al peso
promedio de todas las crias, se aumenta un 1% cada dia hasta un méximo del 45% del peso
promedio.

Cada mafiana las crias se desconectaron, pesaron y estimularon anogenitalmente con un
pincel himedo para permitirles orinar y defecar. Los catéteres PE-50 y las jeringas se
limpiaron con agua caliente por dos dias seguidos para ser llenadas nuevamente con la formula
lactea. Cada cuarto dia las jeringas se remplazaban por otras nuevas. Al final, las crias se

volvieron a conectar y se recalculd su dosis de infusion para ser programada en la bomba.

6.5. Formula lactea
La formula lactea estuvo compuesta de los siguientes ingredientes: ZnSO4, CuS0O4, FeSO4,
KCI, MgCI, leche evaporada Carnation, agua estéril, proteina de soya, aceite de maiz,
metionina, triptéfano, vitamina Mix, fosfato de calcio tribasico y acido deoxycolico (Dieta
Messer; Messer et al., 1969). Todos los reactivos provienen de Sigma-Aldrich, Co., excepto la
vitamina Mix y la proteina de soya (JT Baker Inc.). La preparacién consistié en la mezcla de
los ingredientes y una fase posterior de pasteurizacion (1 % hrs en bafio maria seguido de

refrigeracion a 4°C).

6.6.Homogenados de tejido cerebral para la determinacion de los contenidos de
serotonina

Después de extraer los cerebros de las ratas se realizaron cortes coronales de 300 um. En

seguida, se disecaron, con ayuda de un sacabocados, las rebanadas el core y shell del nucleo

acumbens, la corteza prefrontal, la porcion dorsal y media del rafe y la amigdala. El tejido



disecado se homogenizé en 200 pl de &cido perclérico al 0.1 N. A continuacion, el
homogenado se centrifugd a 10 psi (pounds per square inch/libra-fuerza por pulgada cuadrada)
por un minuto a 100 000 rpm en una centrifuga de la marca Beckman (Airfuge, airdriven
ultracentrifuge) para separar la pastilla proteinica de la fase liquida. La fase liquida se filtro
con membranas de nylon de un didmetro de poro de 0.2 um, al término del proceso, se
protegio de la luz y el calor en un refrigerador convencional (1-5° C). Finalmente, el producto
del filtrado (muestra liquida) se inyectd en un sistema de HPLC de fase reversa con deteccién
electroquimica (Antec Leyden) para la cuantificacion de la serotonina y su metabolito.

EL HPLC estaba equipado de un electrodo de carbono vidriado (VT-03, a un potencial
de 395 mV, 30°C) acoplado a una bomba isocratica (Waters, a flujo de 0.35 ml/min). La
separacion se realizd con una columna Atlantis dC18 (Waters, 50 x 2.1 mm y paticula de 3
pm) conectada a un asa con volumen de 20 pl. La fase movil estuvo constituida de (en mM)
de acido monocloro acético 95, octanosulfato de Na 0.9, acetato etilendiaminotetra disddico
0.65 y acetonitrilo al 4.5 % con el PH ajustado a 3.2 (gracias a la adicion de hidréxido de Na
[NaOH]).

Por otro lado, cada una de las pastillas proteinicas se re-suspendieron en 200 ul de
hidréxido de sodio (NaOH) al 1 N. Se tomé de cada re-suspension una alicuota de 2 pl, ésta se
completo con la adicion de 798 ul de agua ionizada y 200 pl de solucion de Bradford, para
cuantificar en el espectrofotdmetro su absorbancia. Para conocer la cantidad de proteina en la
alicuota de cada muestra, se realiz6 una curva de estdndares de una concentracion conocida de
albumina (1 mg/ ml). Los estandares se formaron de alicuotas de 0 (blanco), 2.5, 5.0, 7.5y 10
pl. A partir de las absorbancias obtenidas de ellos se pudo modelar la ecuacion de la recta y
por extrapolacion (modelo de regresion lineal simple) se determinaron las cantidades
proteinicas desconocidas de las muestras. Los resultados se expresaron como una relacion
entre de la cantidad de serotonina detectada (ng) y el contenido de la proteina de la muestra
(mg) (Rosales et al., 1997).

6.7.Tejido disecado
Las areas cerebrales elegidas para ser disecadas fueron las siguientes.

La corteza prefrontal: Se utilizd6 como minimo una rebanada y como maximo dos rebanadas de



300 pm. Se disecd bilateralmente el tejido con un bisturi.

El core del Nucleo Acummbens. Se utilizd al menos una rebanada sin exceder las dos. Se
diseco bilateralmente con un sacabocados el tejido.

El shell del Nucleo Acumbens. Se obtuvieron de al menos de dos rebanas la muestra (en
algunas ocasiones hasta de 4). Se diseco bilateralmente el tejido con un bisturi.

La parte medial y dorsal del Rafe. La muestra se obtuvo de al menos de dos rebanadas (en
ocasiones se pudo hacer de 3-4). Se disecaron ambas porciones en la misma muestra.

La amigdala. La muestra se obtuvo de dos rebanadas. Se diseco bilateralmente.

6.8.Prueba residente-intruso

La prueba consiste en exponer a un macho a un encuentro agresivo con otro macho. EI macho
experimental (residente) fue alojado individualmente durante 24 h antes de la prueba en una
caja de acrilico transparente de 28x44x19.5 cm con la base cubierta de aserrin. El dia de la
prueba, en la fase de oscuridad, se introdujo en la caja del macho residente un macho extrafio
(intruso) de similar peso e igual edad en la esquina opuesta a la ubicacion del residente. El
despliegue conductual de las ratas se filmé bajo luz roja durante 10 min con una videocdmara
en su funcién de vision nocturna. Al término de los 10 minutos se retird al macho intruso.
Finalmente se esper6 por 10 min para proceder a la decapitacion del residente e
inmediatamente se diseco del tejido.

Las filmaciones se revisaron y visualizaron con un sistema de television y reproductor
de video. Los diferentes componentes de la conducta agresiva visualizados se registraron con
ayuda del programa de “The observer” version 5.0 (Noldus Technology), este se encontraba
instalado en dos computadoras portatiles. La configuracion del programa consistio en asignar
una letra del alfabeto latino a cada una de los componentes de la conducta agresiva para lograr
tener un codigo practico y eficiente en el registro. Debido a la rapida accion realizada por la
rata de los componentes conductuales se reprodujo el video a media velocidad con el propdésito
de registrar adecuadamente (Gonzalez et al., 2001; Melo et al., 2006, 2009).

Se registr6 la latencia, la frecuencia y la duracion de las conductas agresivas que a
continuacion se establecen. Para el macho residente fueron postura de ataque, ataque, lucha y



boxeo. La postura de sumision completa e incompleta y el ataque se le registro al intruso. Para
las mordidas y patadas, solo se registré la frecuencia y latencia, en el caso del residente ambas,
en el caso del intruso solo las mordidas. Ademas se registraron conductas de ingesta,
acicalamiento, erguido, olfateo aire, monta y exploracién de cabeza, cuerpo y anogenital para
mostrar el interés, estrés y sociabilidad del residente hacia el intruso. Para medir el estrés o

miedo del intruso, se le registro la inmovilidad y la excavacion.

6.9.Caracterizacion de las conductas
6.9.1. Conductas agresivas

Ataque: Embestida rapida dirigida al cuello o regién dorsal del otro macho, generalmente
termina en lucha. Lanzamiento hacia el cuello o region dorsal.
Lucha: Ambas ratas se enfrentan con movimientos violentos que las hacen doblar, girar y
confrontar. La rata empuja al contrincante mientras lo embiste y aplica fuerza contra él.
Ambos sujetos dan vueltas sobre el piso.
Mordida: Contacto de los dientes del macho con cualquier parte del cuerpo del compafiero,
incluye el cuello y la cabeza. Muerde al otro sujeto en la cabeza, cuello o cualquier parte del
cuerpo.
Patadas: EI macho golpea al otro macho con las patas traseras.
Boxeo: Ambas ratas se enfrentan paradas sobre sus patas traseras, mientras se golpean con las
patas delanteras al mismo tiempo. Enfrentamiento parandose sobre las patas traseras y
golpeando con las delanteras.
Postura de ataque: EI macho permanece inmdvil con actitud amenazante frente al otro macho
antes de realizar un ataque.

Monta: Monta o intenta montar.

6.9.2. Conductas de sumision
Postura de sumision completa: EI macho se inmoviliza, mientras permanece con su espalda
apoyada sobre el piso de la caja y exponiendo su region ventral al residente. Permanece con la
espalda sobre el piso de la caja exponiendo el vientre.

Postura de sumision incompleta: EI macho se sienta sobre sus patas traseras con la espalda



curva y sus patas frontales levantadas hacia el macho residente. Se sienta sobre sus patas con
el lomo curvo y las patas delanteras levantadas hacia el macho.

6.9.3. Conductas de estrés
Inmovilidad: La rata permanece sin movimiento dentro de la caja. Inmavil con la cabeza hacia
abajo y con exhalaciones exageradas y sin vibrizas durante al menos 20 s.
Acicalamiento: La rata limpia su cuerpo o lo genitales con el hocico y las patas delanteras.

También puede rascarse con las patas traseras.

6.9.4. Conductas sociales
Olfateo de cabeza: Con el hocico y/o nariz, la rata inspecciona el cuello y la cabeza del
compafiero.
Olfateo de cuerpo: Con el hocico y/o nariz, la rata inspecciona cualquier parte del cuerpo del
compafiero excepto el cuello y la cabeza.

Olfateo anogenital: Exploracién anogenital.

6.9.5. Conductas de exploracion y mantenimiento

Ingesta: La rata se acerca a beber o comer.
Erguido: La rata se alza sobre las patas traseras para captar el aroma fuera de la caja. Explora
el aire parado sobre las patas traseras.
Olfateo aire: La rata permanece en un sitio moviendo la nariz para percibir los aromas dentro
de la caja. Explora el aire.

A todas las conductas se les midié frecuencia y latencia. La duracion no se midid para
las mordidas y patadas por estar configuradas en el programa como eventos y no como

estados, pero el resto de las conductas estuvieron en la posibilidad de registrarles la duracion.

6.10.Analisis estadistico
La significancia de las diferencias en las concentraciones de serotonina se determind con un
ANOVA de dos entradas, el factor 1 fue la regién cerebral y el factor 2 fue el tipo de crianza,

en la prueba pos hoc se utilizo el test de Bonferroni cuando era apropiado. Los datos obtenidos



de las pruebas conductuales se analizaron estadcon una prueba de Kruskal-Wallis para
comparar mas de un grupo y con una prueba de Mann-Withney (comparaciones planeadas)
para comparar dos grupos entre si (aquellos con una diferencia significativa, p<0.05), ademas
de una prueba pos hoc de Tukey, en:
Frecuencia: Nimero de veces de ocurrencia de una conducta,
Duracion: Tiempo total de expresion de una conducta.
Latencia: Intervalo de tiempo para darse la accion conductual.

El analisis estadistico se hizo utilizando el programa SPSS version 11.0 (para conductas)
y Graphpad Prism (para contenidos de serotonina). Las gréficas de las conductas se hicieron
con el programa SigmaPlot 2001 y Graphpad Prism. Se utiliz6 un valor de significancia de
p<0.05.



7. Resultados
Debido a la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre el grupo Ciego y CM-

Control, se decidio conjuntarlos en un mismo grupo (Control).

7.1.Experimento 1:
7.1.1. Contenido basal de serotonina cerebral

Se observo que los niveles de serotonina fueron significativamente menores en el Rafe dorsal
y medial de las ratas CA-Aisladas, en comparacién con los de las ratas Control y CA-Social
(F.94=2.877, p<0.05) (figura 5a). En el caso del metabolito de la serotonina, el acido 5-
hidroxi-indolacético (5-HIAA), se encontré una disminucion significativa en la corteza
prefrontal media (F3,91)=2.740, p<0.05) de las ratas CA-Aisladas y CA-Social en comparacion

a las ratas Control (figura 5b).
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Figura 5. Contenido basal de serotonina (a) y su metabolito 5-HIAA (b) en la corteza prefrontal media
(Cx prefrontal), el Nacleo acumbens (NA) Core y Shell y el Rafe dorsal y medial en las ratas CA-
Aisladas, CA-Social y Control. * p<0.05 post hoc Bonferroni.



7.2.Experimento 2:

7.2.1. Contenido de serotonina cerebral post-prueba
Residente-Intruso
En esta parte del proyecto, se determinaron los contenidos de serotonina en ratas CA-Aisladas,
CA-Sociales y Control después de haber sido sometidas a una prueba de residente-intruso en
las areas cerebrales de la corteza prefrontal, del ndcleo acumbens; core y Shell, y en el rafe
dorsal y medial. Como se puede observar en la figura 5a, el contenido de serotonina en la
corteza prefrontal media de las ratas CA-Aislada y CA-Social fue significativamente menor
que la determinada en las ratas Control (F(3,76)=2.956, p<0.05). En adicion, se observaron
contenidos significativamente menores en el Rafe dorsal y medial en el grupo CA-Social en
comparacion con los encontrados en el grupo Control y Ca-Aislado (F(3,76)=2.720, p<0.05
para ambas comparaciones) (figura 6a). Para el caso del contenido de 5-HIAA, se encontraron
concentraciones significativamente mayores en el Nucleo Acumbens Shell de las ratas CA-
Aisladas respecto de las Controles (F(3,75)=3.222, p<0.01). Por su parte, las concentraciones
del metabolito en el Rafé dorsal y medial en las ratas CA-Sociales fueron significativamente

menores que en el grupo Control (F(3,75)=2.647, Bonferroni p<0.05) (Figura 6b).
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Figura 6. Contenido de serotonina (a) y 5-HIAA (b) en la corteza prefrontal media (Cx prefrontal), el
Nucleo acumbens (NA); Core y Shell, y el Rafe dorsal y medio en las ratas CA-Aislada, CA-Social y
Control después de la prueba Residente-Intruso. * p<0.05 post hoc Bonferroni.



7.2.2. Conductas agresivas

Debido a que los datos anteriores de serotonina y su metabolito, fueron determinados después
del encuentro agonista (prueba Residente-Intruso), se decidio presentar los datos conductuales
de dicho encuentro en esta parte de la tesis. Asi, cuando se comparo la conducta de lucha,
patadas y sometimiento del intruso (postura de sumisién) entre los tres grupos experimentales,
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas para la
frecuencia y la duracién de la lucha (U=34.5, p<0.01; U=7.6, p<0.01, respectivamente), en la
frecuencia de las patadas (U=39.5, p<0.01; U=15.0, p<0.05) y en la latencia para someter al
intruso (U=31.0, p=0.01)

Al comparar dos grupos independientes se encontr6 que las ratas CA-Aisladas
presentaron mayor frecuencia y duracion de la lucha respecto de las Control (H=7.938,
p<0.05; H=7.613, p<0.05, respectivamente; figura 8). Ademas, los sujetos del grupo CA-
Aislados patearon significativamente méas veces al Intruso que las ratas Control y CA-Social
(H=10.304, p<0.01) (figura 9) y sometieron mas rapido al intruso que las C (H=8.017, p<0.05)
(figura 10).

30 80

a)

oX
O
N
o X

I Confrol=12

*
.
25
60 4 3 CA-Aisaldo=15
: [ CA-Social=7

5 20 4

Numero de eventos
(Mediana, rango intercuartil
o 8
Duracion (s)
Mediana, rango intercuartil)
8

* |—

T T T T T T
1 2 3 1 2 3

Crianza Crianza

Figura 7. Se muestran la frecuencia (a) y duracion (b) de lucha para las ratas Control, CA-Aislada, CA-
Social. Como se puede observar en ambas figuras, la frecuencia y duracion de la lucha en las ratas CA-
Aisladas es significativamente mayor respecto de las ratas Control. En contraste, los parametros
conductuales de las ratas CA-Sociales fueron similares a los de las ratas Control. * p>0.05 post hoc
Tukey.
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Figura 8. Se muestra la frecuencia de las patadas para las ratas C, CA-Aislada, CA-Social. Las ratas
Ca-Aisladas mostraron mayor cantidad de patadas a los machos intrusos que las ratas Control y CA-
Sociales. *, ** p>0.05 post hoc Tukey.
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Figura 9. Se muestra la latencia de sometimiento al intruso por parte de las ratas Control, CA-Aislada y
CA-Social. La figura muestra que las ratas CA-Aisladas sometiendo mas rapido al intruso que los
demas grupos. * p>0.05 post hoc Tukey.

Cuando se comparo la conducta de exploracion de cabeza y cuerpo, el olfateo aire, el
acicalamiento y la posicién de erguido entre los tres grupos experimentales, utilizando la
prueba de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas para la frecuencia y la
duracion de la exploracion de cabeza (U=45.0, p<0.05; U=46.0, p<0.05, respectivamente), en
la frecuencia de la exploracion del cuerpo (U=45.5, p<0.05), en la frecuencia del
acicalamiento (U=30.5, p<0.01), en la frecuencia al olfatear el aire (U=43.0, p<0.05) y en la
frecuencia al colocarse erguida (U=2.0, p<0.01).

En el caso de las conductas de interaccion social no agresivas, al comparar dichas

conductas entre los tres grupos se encontraron diferencias significativas en la exploracion de



cabeza y cuerpo, el olfateo aire, el acicalamiento y la postura de erguido (p<0.05). Las pruebas
post hoc mostraron que las ratas CA-Aisladas exploran menos veces y por menos tiempo la
cabeza de los Intrusos que las ratas Control y CA-Social (H=8.8498, p<0.05; H=8.058,
p<0.05, respectivamente; figura 10). De igual forma, las ratas del grupo CA-Aisladas exploran
significativamente menos tiempo el cuerpo (figura 11) que las Control y las CA-Social,
(H=9.456, p<0.01) y se acicalan menos que las Control (H=10.492, p<0.01; figura 13).
También, las ratas CA-Aislada tardan mas en olfatear el aire al explorar en comparacion a las
Control y CA-Social (H=9.822, p<0.01) y lo hacen poco respecto de las CA-Social (H=8.397,
p<0.05) (figura 12). Ademas, las CA-Social tardan menos en ponerse erguidas para explorar
los olores fuera de la caja respecto a las Control y CA-Aisladas (H=14.266, p<0.01) (figura
14).
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Figura 10. Se muestran la frecuencia (a) y duracion (b) de la exploracion de cabeza para las ratas
Control, CA-Aislada, CA-Social. Los machos CA-Aislados muestran la menor cantidad y duracién de
exploracion de cabeza del Intruso que las ratas Control. Sin embargo, los machos CA-Sociales
exploran mas veces la cabeza del Intruso que los machos CA-Aislados, y més tiempo que los machos
Control. *, ** p>0.05 post hoc Tukey.
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Figura 11. Se muestra la frecuencia de la exploracion de cuerpo para las ratas Control, CA-Aislada,
CA-Social. Los machos CA-Aislados exploran mas veces el cuerpo del Intruso que los machos Control
y CA-Sociales. *, ** p>0.05 post hoc Tukey.
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Figura 12. Se muestran la latencia (a) y frecuencia (b) del olfateo aire para las ratas Control, CA-
Aislada, CA-Social. La latencia para iniciar el olfateo del intruso fue mayor en los machos CA-
Aislados que la de los demas grupos (a). Ademas, el nimero de veces que olfatearon en ambiente fue
mayor en los machos CA-Sociales que los machos CA-Aislados. *, ** p>0.05 post hoc Tukey.
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Figura 13. Se muestran la frecuencia de acicalamiento de las ratas Control, CA-Aislada, CA-Social
para acicalarse. Los machos Control se acicalaron mas veces que los demas grupos. *, ** p>0.05 post

hoc Tukey.
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Figura 14. Se muestran la latencia para iniciar la postura de erguido de las ratas Control, CA-Aislada,
CA-Social. Los machos Control iniciaron mas rapido dicha postura que los machos CA-Social, y los
machos CA-Aislados mas rapido que los CA-Sociales. *, ** p>0.05 post hoc Tukey.

Cuando se compard la frecuencia de las mordidas y la duracion de los ataques de los

machos Intrusos hacia los Residentes, entre los tres grupos experimentales, utilizando la

prueba de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas para la frecuencia de las

mordidas (U=15.5, p<0.01) y la duracién de los ataques (U=34.5, p<0.01), donde los intrusos

mordieron mas veces a las ratas CA-Aisladas que a las CA-Sociales y Controles (H=6.817,

p<0.05, ambas comparaciones; figura 15). Ademas, los intrusos utilizaron mas tiempo

atacando a los machos CA-Aislados que a los Control (H=9.549, p<0.01) (figura 16).
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Figura 15. Se muestran la frecuencia de las mordidas de los intrusos hacia las ratas Control, CA-
Aislada, CA-Social. *, ** p>0.05 post hoc Tukey.
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Figura 16. Se muestran la duracion de los ataques de los intrusos hacia las ratas Control, CA-Aislada,
CA-Social. *, ** p>0.05 post hoc Tukey.



7.3.Experimento 3:
7.3.1. Contenido de serotonina 24 hrs post-privacion social

Los contenidos de serotonina en las areas neurales que a continuacion se presentan
pertenecen a las ratas CA-Aisladas, CA-Sociales y Control que fueron sometidas a 24 h de
aislamiento dentro de la caja previas a la prueba de residente-intruso, pero sin haber sido
expuestas a las pruebas de Residente-Intruso. Se observéd una disminucion significativa en el
contenido de serotonina en el Rafe dorsal/medial de los machos CA-Aislados respecto de los
machos Control (Fg74=3.415, p<0.01), y CA-Social (Fg74=3.405, p<0.01). Ademas, en la
corteza prefrontal y el nicleo acumbens hubo una disminucion significativa de serotonina en
los machos CA-Aislados, respecto de los machos CA-Social (F(74=3.859, F374=5.958,
p<0.01) (figura 17a). Se observo un incremento estadisticamente significativo del contenido de
serotonina en el nucleo acumbens shell (F(374=3.497, p<0.01) (figura 16a). Para el caso de
las concentraciones de 5-HIAA, se encontraron niveles altos en el nacleo acumbens Shell y
Rafe dorsal y medial de las ratas CA-Social respecto de las Control (F61)=3.280,
F@61=5.169, respectivamente p<0.01) y a las CA-Aisladas (F361)=3.762, F61)=5.136,
p<0.01) (Figura 17Db).



a) 5-HT 24 h aislado

N
[6)]
[

— Control=9
1 CA-Aislado=6
R CA-Social=5

L = N
o €] o
1 1 1

5-HT ng/mg proteina
o
T

0.0+

b)

—3 Control=7
— CA-Aislado=6
E==== CA-Social=4

5-HT ng/mg proteina

Figura 17. Contenido de serotonina (a) y 5-HIAA (b) en la corteza prefrontal media (Cx prefrontal), el
Nucleo acumbens (NA) Core y Shell y el Rafe dorsal y medial en las ratas CA-Aisladas, CA-Social y
Control después de 24 hrs de aislamiento. * p<0.05 post hoc Bonferroni.



8. Discusion

Los presentes resultados son consistentes con los hallazgos anteriormente reportados que, en
la rata, la privacion temprana de los estimulos sensoriales y sociales provenientes de la madre
y los hermanos de camada a través de la crianza artificial (CA), modifica negativamente el
desarrollo de conductas agonistas como las conductas de Juego-lucha en machos juveniles
(Ochoa, 2013) y la agresién materna en la rata hembra (Melo et al., 2009). Especificamente,
este estudio aporta evidencia que dicha experiencia temprana incrementa la agresividad en la
rata machos adultos. En el presente estudio se observo que la separacion materna y CA esta
asociada con el aumento de la agresion y muestra por primera vez que dicho efecto puede
estar asociado con la reduccion del contenido basal de serotonina y su metabolito (5-HIAA),
en homogenados de tejidos del Rafé dorsal-medial y de la corteza prefrontal, respectivamente.
De la misma forma, encontramos una reduccion de la serotonina en la corteza prefrontal
después de un encuentro agresivo. Por otro lado, estos datos también son consistentes con lo
reportado en otros trabajos de este laboratorio donde se muestra que el re-emplazo de
estimulos sociales durante el aislamiento (Grupo CA-Social), previene parcialmente los
efectos de la CA sobre las conductas de juego-lucha en el macho juvenil (Ochoa, 2013) y la
agresion materna (Melo et al., 2009). Especificamente, cuando a las crias mantenidas en el
sistema de CA se les provee de dos crias de la misma edad, sexo indistinto, de madres
donadoras, los efectos del aislamiento sobre algunos componentes de la agresividad, y sobre
los niveles basales de serotonina y su metabolito se previenen parcialmente.

Especificamente los resultados conductuales mostraron que, en comparacion con los
machos criados por su madre, aquellos criados dentro del sistema de crianza artificial
presentaron: 1) incremento en la frecuencia y la duracion de la conducta de lucha, 2)
incremento en el nimero de patadas hacia el macho Intruso, 3) menor latencia para inducir la
postura de sumisién en los machos Intrusos, 4) disminucién en el nimero de veces que se
acercaron al macho Intruso para explorar su cabeza y en el tiempo que gastaron realizando
dicha conducta, 5) disminucion de la frecuencia de exploracion del cuerpo del Intruso, y 6)
menor latencia y duracién para olfatear el ambiente dentro de la caja de prueba. Estos datos
son consistentes con lo encontrado en los machos juveniles aislados quienes muestran altos

niveles de conductas de juego-lucha, aunque el tiempo que gastaron explorando el cuerpo de



los Intrusos fue mayor (Ochoa, 2013). Ademas, las hembras lactantes manifiestan mayor
agresividad que las hembras criadas por su madre, aunque la exploracion al Intruso fue
similar a la desplegada por el macho criado por su madre (Melo et al., 2009). Por otro lado,
las resultados conductuales corroboran la hipotesis, y coinciden con otros datos obtenidos a
través de otros paradigmas experimentales, incluyendo a los reportados en este laboratorio.

En ratones de diferentes lineas se ha encontrado que el aislamiento pos-destete
incrementa la agresion, las lineas son opuestas, una de baja agresion y la otra de alta agresion
(Garepy y cols., 1995). Ambas lineas presentaron aumento en el ataque y las patadas cuando
fueron aisladas, las conductas de escape e inmovilidad (estrés) aumentaron de igual manera
en las aisladas, mientras el acercamiento social fue mayor en las ratas no aisladas. A este
respecto, los datos obtenidos en el presente estudio sugieren que el hecho que los intrusos
hayan agredido méas a los machos CA-Aislados, dieron mas mordidas y atacaron por mas
tiempo probablemente sea debido a que respondieron a las incitaciones del Residente, quien
fue muy insistente en su acercamiento al intruso.

Por otro lado, como se ha reportado anteriormente, el re-emplazo de estimulo sociales
(Grupo CA-Social) previene los efectos negativos del aislamiento sobre las conductas
agresivas afectadas. En este estudio, el nimero de veces que los machos CA-Sociales
despliegan luchando y el tiempo empleado en realizar esta conducta, asi como la frecuencia
de patadas, y la latencia para someter al Intruso (postura de sumisién), asi como la
exploraciéon del Intruso, fue similar al expresado por los machos criados por su madre (Grupo
Control). Estos datos tienen en comun que la separacion materna y CA incrementa, en etapas
posteriores al destete, las conductas agonistas, y el re-emplazo de estimulos sociales
previenen dichos efectos. Esto posiblemente a través de modificar negativamente algunas de
las &reas neurales que modulan la expresién de la agresion. Con base a la anterior posibilidad,
en este estudio se determind el contenido de serotonina y su metabolito en homogenados de
tejidos del Rafé dorsal y medial, el nucleo accumbens (core y Shell) y de la corteza
prefrontal; como se esperaba, los niveles de serotonina basal en el Rafé dorsal y medial, y del
metabolito en corteza prefrontal de los machos aislados fueron menores que los encontrados
en los tejidos de los machos criados por su madre. Estos resultados coinciden con lo

encontrado en otros trabajos en la rata (Andersen y cols., 1999; Brenes y cols. 2008; Trabacel



y cols., 2011) y en otras especies, como en los ratones (Giacalone y cols., 1968), en el sentido
de que la experiencia temprana modifica el contenido se serotonina en similares areas del
cerebro. En la rata, la separacion parcial de la madre induce en la progenie bajos niveles de
serotonina en el Rafé dorsal (Andersen y cols., 1999), y el aislamiento social pos-destete
provoca una diminucion de la serotonina y su metabolito en la corteza prefrontal (Brenes y
cols. 2008). Ademas, ratones aislados socialmente en el post-destete presentan niveles bajos
de serotonina en el cerebro (mediciéon post-mortem) bajo condiciones basales (Giacalone y
cols., 1968).

De acuerdo a la hipdétesis planteada en este trabajo, se esperaba que la confrontacion
agresiva de los machos CA-Aislados disminuyera aun mas los niveles de serotonina en las
estructuras neurales involucradas. Como se observa en la figura 5 la hipétesis alterna se
aceptd solo para los datos obtenidos en la corteza prefrontal. Es decir, los machos CA-
Aislados que fueron expuestos a la prueba de Residente-Intruso, y cuyos niveles de
agresividad fueron mas altos que los mostrados por los machos Control, tuvieron bajos
niveles de serotonina en dicha area. Aunque dicho efecto no se observo en el Rafé dorsal y
medial, pues los niveles de serotonina entre los machos Control y los CA-Aislados, fue
similar. Los datos obtenidos en la corteza prefrontal y su relacién con la expresion de la
agresividad coinciden con lo encontrado en ratas macho (van Erp y Miczek, 2000). Aunque
en dicho trabajo las ratas no fueron sometidas a separacién materna temprana se encontré que
la confrontacidn agresiva redujo los niveles de serotonina extracelulares (por microdialisis) en
la corteza prefrontal. En contraste con lo obtenido en los datos basales y de 24 hrs de
aislamiento social, la confrontacion agresiva en los machos CA-Social, no solo no previno el
efecto negativo de la separacion materna total (Grupo CA-Aislado), sino que los niveles de
serotonina en la corteza prefrontal y el Rafé, asi como del metabolito en el Rafé, fueron
significativamente menores que los obtenidos en los animales Control, incluso, los niveles de
la serotonina en el Rafé de este grupo (CA-Social) fueron menores que los obtenidos en los
CA-Aislados. Estos datos podrian deberse a que los animales CA-Sociales cuyos niveles de
agresividad fueron similares a los determinados en los machos Controles, exploraron con
mayor frecuencia a los machos Intrusos. Lo cual podria inducir en éstos ansiedad, como se ha

reportado recientemente en este laboratorio, que el aislamiento y CA incrementa la ansiedad



en machos adultos ante un laberinto elevado en cruz (Melo et al., 2011), y el re-emplazo de
estimulos sociales (grupo CA-Sociales), no previene totalmente dichos efectos, i.e.,
permanecen menos tiempo en los brazos abiertos que los machos Control (son mas ansiosos
ante el ambiente novedoso del laberinto). Estos datos sugieren que en nuestro caso, el
encuentro con un macho no familiar (estimulo novedoso) induzca mayor exploracion de
reconocimiento (los machos CA-Sociales exploran més a los Intrusos), y un cierto grado de
ansiedad, lo cual podria reducir los niveles de serotonina. Para confirmar, o rechazar tal
posibilidad se requiere la realizacion de estudios especificos, como someter a los machos CA-
Sociales a otras pruebas de ansiedad (p.e., Prueba de electrodo enterrado) y determinar los
niveles de serotonina y su metabolito en las mismas &reas neurales.

Por otro lado, encontramos otros datos no esperados, por ejemplo, posterior a la prueba
agresiva se encontrd un incremento del metabolito a serotonina en el Nucleo accumbens shell
de las ratas CA-Aisladas. Estos datos coinciden parcialmente con lo reportado en la rata
macho intacta sometida a una prueba de Residente-Intruso. Es decir, los niveles de serotonina
extracelular incrementan levemente en el ndcleo accumbens, en relacion a la obtenida antes
de la prueba (van Erp y Miczek, 2000; Ferrari et al., 2003). Estos datos muestran que la sola
expresion de conductas agresivas incrementa ligeramente los niveles de serotonina en el
nacleo accumbens, pero que la separacién materna total y CA exacerba este efecto. Asi, es
posible que aunque no se observaron diferencia en el contenido de serotonina o su metabolito
en el Rafé dorsal-medial, el alto contenido en el ndcleo accumbens podria deberse a que la
liberacion en esta area haya sido afectada por la CA. Por otro lado, el estudio de van Erp y
Miczek (2000), reportd que la confrontacion agresiva incrementa los niveles de dopamina en
la corteza prefrontal y el nucleo accumbens, como ocurre por la interaccion social con crias,
en la hembra, solo en el nicleo accumbens (Afonso et al., 2011). Aunque similar interaccion
afiliativa en hembras CA reduce los niveles de dopamina en el nucleo accumbens Shell
(Afonso et al., 2011). Estudios futuros son necesarios para evaluar la participacion de la
separacion materna y la CA en el macho sobre el contenido de dopamina en similares areas
neurales.

Por otro lado, se desconoce la causa por la cual los niveles de serotonina y su metabolito

no se reducen ante la confrontacion agresiva, y dichos niveles en similares areas en los



machos CA-Sociales. Existe la posibilidad que la hora de la toma de la muestra, relacionada
con la prueba de agresion haya afectado dichos resultados, i.e., las muestras se tomaron entre
10 y 15 minutos despues de la confrontacion. Pero como se observa en el trabajo de van Erp y
Miczek (2000), los niveles de serotonina bajaron inmediatamente después de la agresion, pero
estos niveles fueron obtenidos directamente del sitio de la liberacion. Esto podria sugerir que
los niveles de dichos neurotransmisores pudieron variar en base al momento exacto de la
toma de la muestra en algunos animales los cuales afectaron los resultados finales. Ademas,
lo anterior podria deberse también a que los niveles de ambos neuroguimicos obtenidos a
través de este procedimiento de homogenado de tejidos en fresco representan a los niveles
obtenidos tanto en el espacio extracelular, como intracelular (en la vesiculas pre y post-
sinapticas). Datos que sirven para sugerir cuales estructuras neurales fueron afectadas por la
manipulacion temprana, pero no nos indican el estado funcional de la actividad del sistema
serotonergico. Para ello se propone realizar mediciones directas y con mayor resolucion
temporal de serotonina extracelular a través de microdialisis. También se propone la
ejecucion de otros experimentos para conocer el curso temporal de este fendmeno colectando
muestras en diferentes momentos después del encuentro agresivo.

De similar manera, los resultados obtenidos en animales aislados y CA que fueron
privados de conespecificos por 24 hrs son similares a los niveles basales. Sin embargo, como
se observa en la figura 16, los niveles de serotonina en el Rafé en todos los grupos fueron
menores, aunque no significativos, a los obtenidos en las muestras basales. Lo cual sugiere
que el aislamiento social cuando son adultos afecta a todos los individuos, como se ha
reportado en ratas machos y hembras la privacion en la edad adulta tiene un efecto sobre la
conducta (Varlinskaya y cols., 2008), en nuestro caso se destaca la afectacion en la
serotonina, aunque el efecto es mayor en los animales del grupo CA-Aislado.

Se ha reportado mayor potencial de union de los receptores 5-HTia en la corteza
prefrontal en sujetos con altos niveles de agresion. Esta alta capacidad para mantener la union
entre receptor metabolito puede ser tal vez la razon del cambio en el metabolismo por lo que
como se menciond afirmar cual es el significado del cambio en el metabolismo requiere de

nuevos experimentos (Witte et al., 2009).



En los resultados del presente estudio se reporta que, para las ratas CA-Social, en el
contenido de 5-HIAA (metabolito de serotonina) es menor en las areas del Rafé y la corteza
prefrontal media, resultado que puede estar relacionado a la naturaleza propia de este grupo
en el establecimiento de las jerarquias al interior de su estructura social.

En conclusién, estos datos confirman la importancia de los estimulos sociales que
proveen los comparieros de camada en el desarrollo de conductas agonistas y su participacion
en el contenido de serotonina y su metabolito en algunas areas neurales que modulan la
agresion. Ademas, estos datos sugieren que el aislamiento temprano altera negativamente los
procesos de sintesis y/o liberacion basales de la serotonina en algunas estructuras neurales
involucradas en la regulacion de la agresién probablemente debido técnica de homogenados
de tejidos que no discrimina la ubicacién de la serotonina y su metabolito, ya que se
determina tanto el contenido en la vesiculas pre y post-sinapticas, como en el espacio

extracelular.



9. Perspectivas
Los resultados actuales no permiten conocer la concentracion de serotonina liberada si bien
dan algunos indicios o pistas de como se podria estar dando el metabolismos de ésta en las
ratas CA-Aisladas. Ademas, aun cuando se conoce la disminucion del neurotransmisor en
determinadas areas neurales estudiadas es dificil atribuir a estd baja un funcionamiento
inadecuado del sistema regulador de la agresién en las ratas CA-Aisladas. Asi, o mas
conveniente sera hacer primero un analisis in vivo de las concentraciones de serotonina en las
areas cerebrales de las que se tiene indicios de un cambio, la corteza prefrontal media y el
Rafé, a través de microdialisis para reconocer el funcionamiento del recambio metabdlico y
los cambios en la concentracion de serotonina liberada, la que se vierte al espacio sinéptico.
Segundo, realizar manipulaciones farmacologicas (por medio de agonistas y antagonistas
selectivos) para evaluar la participacion de los receptores serotonérgicos en fenémeno del
incremento de la conducta agresiva inducidos por la separacion materna en etapas tempranas

de desarrollo.
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