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RESUMEN

En los mamiferos, la experiencia en el nido, a través del cuidado maternal y la interaccion
social entre los hermanos, durante el periodo postnatal es critica para el desarrollo posterior
de diversos sistemas fisiologicos, endocrinos y conductuales. A través de tales interacciones
las crias obtienen alimento, calor, proteccion y estimulos sociales necesarios para su
desarrollo. De tal forma que, el incremento o la privacion de estimulos sensoriales (tactiles,
odoriferos y sociales), mediante diversos paradigmas de experimentacion modifican positiva
o negativamente el desarrollo de los sistemas antes mencionados.

De manera particular, en la rata adulta, la separacion maternal durante la crianza
causa déficit de atencidn, hiperactividad, dificultades en el aprendizaje social,’
hiperresponsividad del sistema de respuesta al estrés y descuido maternal. Por otro lado,
entre los sistemas conductuales que han sido poco estudiados, y son de suma importancia
para la interaccion social, esta la agresion. En el raton, el destete prematuro incrementa la
agresién en la etapa adulta, aunque estos resultados también han sido atribuidos a la
desnutricion. En cambio, en la rata no existen estudios respecto al papel del cuidado maternal -
y de los hermanos de camada durante el periodo postnatal en la expresion de la agresion.

Con el fin de evaluar la posibilidad de que el cuidado maternal y la interaccion con
los hermanos en la etapa postnatal este participando en ei desarrollo de la agresion, en el
presente trabajo se removieron del nido dos crias hembras desde el dia tres postnatal y
crecieron dentro de un sistema de crianza artificial hasta el dia postnatal 20. Una de las crias
se mantuvo completamente aislada dentro de un recipiente (CA-Aislada) y la otra
permaneci6 dentro del recipiente junto a dos crias provenientes de una madre donadora (CA-
Social). Ademas, otras dos hembras fueron criadas con su madre (CM-Ciego y CM-Control).
En la etapa adulta todas las hembras fueron expuestas a una prueba de agresion, denominada
residente-intruso, antes de ser apareadas (prueba de agresion territorial) y en el dia cinco de
lactancia (prueba de agresion maternal).

Los resultados mostraron que, en la prueba de agresion territorial la latencia del grupo
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1. INTRODUCCION.

La interaccion social entre los individuos que viven en comunidad es importante para su

subsistencia y perpetuacion. Esa interaccion requiere de conductas afiliativas y agonistas. Las
primeras se refieren a conductas de acercamiento, conducta sexual, conducta maternal,
establecimiento de uniones selectivas, entre otras. Las segundas incluyen a las conductas de
evasion, amenaza, competencia y agresion. Asi, la adecuada interrelacion entre los miembros
de una sociedad depende principalmente del balance de dichas conductas durante la
interaccién social.

El presente proyecto trata del efecto a largo plazo de las primeras interacciones
sociales en el establecimiento de la conducta social en la etapa adulta. De manera especifica,
nos limitaremos al estudio de la agresion. Utilizando para este fin el modelo de agresion entre
hembras en dos etapas del desarrollo distintas: siendo virgenes y madres. Las razones para la
eleccion del modelo se explican en la justificacion.

Esta introduccién ha sido dividida en dos partes para un mejor entendimiento del
trabajo. La primera se remite a los conceptos de experiencia temprana, donde se intenta
explicar la importancia de este periodo asi como su repercusion en estadios posteriores del
desarrollo. Ademas, se mencionan los procedimientos comunmente utilizados para su estudio
en animales, asi como algunas de sus aplicaciones. En la segunda se aborda el tema de
agresion en hembras. De manera general se mencionan los factores bioldgicos que participan
en su expresion, debido a que el objetivo del proyecto no es realizar un estudio fisiolégico sino

conductual.

1.1 EXPERIENCIA SOCIAL Y DESARROLLO DE CONDUCTAS SOCIALES.

La base para las primeras relaciones sociales se establece durante el periodo postnatal y
recientemente se ha propues.to que también el ambiente intrauterino tiene un papel importante
en la conducta del individuo adulto. Desde los afios 50°s, se ha venido mostrando que los
estimulos sensoriales provenientes del cuidado maternal v los compaiieros de camada, durante
el periodo postnatal son esenciales para el desarrollo de diversos sistemas fisioldgicos,
neuroquimicos, neuroendocrinos, cognitivos y conductuales del individuo (Beach y Jaynes

1954, Levine y cols. 1967, Hofer 1994, Fleming y cols. 1999, Lehmann y Feldon 2000). Ast,



se ha reportado que ratas cuyas madres sufrieron estrés durante la lactancia o que fueron
separadas de su madre durante el periodo postnatal, manifiestan alteraciones conductuales y
fisiologicas del sistema que regula el estrés (Fleming y cols. 2002), de la expresion fina de la
conducta maternal (Gonzalez y cols. 2001), de los procesos de atencion (Lovic y Fleming,
2004) y del aprendizaje social (Melo y cols. 2006).

La investigacién con animales ha revelado una serie de experiencias denominadas
relaciones sociales tempranas que vinculan estrechamente procesos biologicos y conductuales.
Asi en animales, la interaccion entre los padres e hijos (basada en el contacto sensorial y la
motricidad, asi como la regulacion térmica y nutricional) tienen un efecto amplio e inesperado
sobre la conducta y fisiologia de la cria (Hofer 1994). En el desarrollo humano, de manera
similar como ocurre en algunos mamiferos, la regulacion de estas interacciones tempranas
puede proveer un vinculo entre los procesos bioldgicos y la conducta, y a vez repercutir en el

desarrollo psicologico.

1.1.1 MODELOS DE SEPARACION MATERNAL.

La madre a través de sus cuidados (proteccion, calor, alimento, estimulacion tactil) y la
interaccion con sus compaiieros de camada, proveen a la cria de las bases necesarias para el
establecimiento de las relaciones sociales en la etapa adulta. Por ejemplo, un efecto del
aislamiento social a temprana edad en la rata, es el aumento en la emision de vocalizaciones
ultrasonicas de crias neonatas expuestas ante un ambiente novedoso y sin compaiifa. La
adicion de un crio revierte tal efecto, aun cuando el acompafiante se encuentre anestesiado.
Contrario a esto, las vocalizaciones de un crio neonato en compaiiia de un objeto inanimado
(pieza térmica y rugosa de plastico) no disminuyen (Carden y Hofer 1992).

Dada la importancia de lo anterior, para estudiar el efecto de la experiencia temprana
en el desarrollo se han utilizado modelos de separacién maternal y social. Este rubro engloba
una diversidad de procedimientos experimentales tales como el handling (retirar al crio del
nido por periodos cortos), la separaciéon maternal parcial y la total.

De entrada tenemos el paradigma conocido como handling. Consiste en retirar a una
cria del nido maternal durante 5 a 15 minutos. Después se regresa y puede observarse un

incremento en los cuidados maternales hacia la cria reincorporada (Levine y cols. 1956 citado



en Lehmann y Feldon 2000). Utilizando este modelo experimental se encontré en ratas que de
crias fueron retiradas de su nido por periodos cortos, de adultas presentaron mayor frecuencia
de agresion maternal e inmovilidad, asi como una reduccion en la actividad locomotora y
conducta sexual que las no manipuladas (Padoin y cols. 2001, Giovenardi y cols. 2005).

El segundo modelo, denominado separacién maternal parcial fue introducido a
mediados de 1970. Abarca varias modalidades, desde la separacion de la madre por una hora
hasta las veinticuatro, ya sea una sola vez o continuamente durante la crianza (Lehmann y
Feldon 2000). Los efectos de este procedimiento son contrarios al anterior. Mediante la
separacion maternal parcial (hasta 24 horas) se ha mostrado que la crianza de monos en
aislamiento afecta el desarrollo biolégico (Reite y Short 1977). Incluso, en ratas, se ha
encontrado una disminucion en el volumen de la corteza prefrontal (Day-Wilson y cols. 2006),
area que interviene en la expresion de conductas sociales.

El tercer modelo se refiere a la separacion maternal total. Dentro de éste se encuentra el
sistema de crianza artificial, dicho procedimiento consiste en retirar en definitiva a la cria del
nido maternal durante el periodo de crianza (Hall 1975). Este método, al igual que los modelos
de separacién maternal anteriores, ha aportado informacién util sobre el desarrollo de las
relaciones sociales. Por ejemplo, ratas hembras juveniles y adultas que estuvieron en contacto
permanente con su madre y hermanos durante todo el periodo de crianza, tienden a mostrar
conductas maternales con mayor facilidad (aun sin ser lactantes) al ser expuestas a crias recién
nacidas (sensibilizacién), en comparacién con hembras que no tuvieron contacto con la madre
y hermanos durante la crianza (Gray y Chesley 1984).

Finalmente, es importante mencionar que los efectos de la separacion maternal y social
dependen tanto de-la conducta objetivo, asi como del periodo de desarrollo en que se haga el
analisis. Ademds, tales efectos pueden revertirse o bien modificarse por diversos factores

como son la carga genética, los estimulos ambientales y las interacciones sociales posteriores.

1.2 AGRESION.
La dificultad para definir la conducta agresiva ha sido uno de los principales obstaculos para
su estudio. Han sido multiples las propuestas al respecto, por ello resulta conveniente

mencionar para este estudio a qué nos referimos con agresion. Es la conducta realizada por
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una rata hembra y dirigida hacia otra de peso y edad similar, con la finalidad de defender un
territorio y/o a su camada.

La agresion es una conducta multifactorial. Es decir, su ejecucion depende del contexto
en que se encuentra el individuo. Asi, la agresion puede efectuarse con la finalidad de
preservar o conseguir satisfactores. Por ejemplo, un territorio con los recursos necesarios para
la subsistencia, un compafiero para reproducirse, una presa para alimentarse, en defensa de las
crias o el establecimiento de jerarquias dentro de la colonia (Johnsgard 1967, Alock 1989,
Manning y Stamp 1992, Ferrreira y Picazo 2002).

En condiciones naturales resulta complicado hacer una delimitacion exacta de las
conductas agresivas de acuerdo a la situacion en la que se presentan. Debido a ello, la mayoria
de las investigaciones realizadas en condiciones naturales consideran a la agresion territorial
como su objeto de estudio. Por otro lado, en condiciones de laboratorio la diferenciacion se
facilita y permite hacer algunas comparaciones a otras especies, como los humanos (Ferguson
2000).

La agresion ha sido cominmente asociada con el sexo masculino, aunque no exclusiva
de ese género. En mamiferos, se ha reportado que las hembras suelen expresar agresion, si
bien en menor intensidad y frecuencia que los machos (Stockman 1982, Parmigiani y cols.
1999, Simon 2002, Razzoli y cols. 2003). Asi, la agresion por parte de las hembras se
manifiesta ante la invasion del territorio que habita (agresion territorial), en particular si son
madres (agresion maternal). Tal es el caso de hembras hamster (Takahashi 1990) y hienas
(Monaghan y Glickman 1993) donde la agresion es mayor que la de los machos, incluso sin
ser madres.

Tenemos entonces que, la agresion territorial la realiza un animal en defensa del
territorio en el que se ha establecido ante la presencia de un intruso. A diferencia de la
anterior, la agresion maternal es la conducta manifestada por hembras lactantes en defensa
de las crias ante la amenaza de una hembra o macho ajeno a la madre (Moyer 1968).

Los encuentros agonistas tienen componentes conductuales de ataque y defensa por
parte de los participantes. Estas conductas se diferencian unas de otras con base en las
limitaciones para atacar, de los que interactiian (Blanchard y cols. 1977). Asi, la distribucién

de mordidas del atacante sobre el cuerpo del intruso estd parcialmente determinada por la



posibilidad de escape del ultimo (Mos y cols. 1984). Las estrategias agresivas de defensa y
ataque desplegadas en cada encuentro agresivo son moldeadas por los contrincantes.

La agresion, al igual que las demas conductas sociales, se regula por diversos factores,
tales como componentes biologicos, ambientales y experiencias sociales en el entorno familiar
o nido. (Marler y Hamilton 1966, Day y cols. 1982, Manning y Stamp 1992, Lucion y cols.
1994, Ferreira y Picazo 2002, Nakamura y cols. 2003). Dichos factores pueden actuar
predisponiendo al individuo a mostrar el comportamiento agresivo, o bien, influyendo para

determinar el momento en el cudl ocurrira.

1.2.1 FACTORES BIOLOGICOS REGULADORES.

En un principio, la agresion se considerd una conducta en su totalidad instintiva. Sin embargo,
la agresion no esta exclusivamente controlada por un mecanismo. Ahora se propone que la
expresion final de dicha conducta depende, de agentes genéticos y fluctuaciones hormonales
asociadas al sexo y la edad. Ademads, se han descrito rutas neuroquimicas que se activan
durante la ejecucion de conductas agresivas. También, se han identificado dreas neuronales

necesarias para manifestar la agresion.

1.2.1.1 Genes.

El debate sobre la naturaleza innata o aprendida de la agresion ha permanecido vigente por
décadas. Se ha argumentado que existe cierta predisposicion genética a mostrar mayor
agresion. En ratones, ciertas lineas genéticas que muestran altos niveles de ataque entre
machos, en hembras ocurren con mayor frecuencia el infanticidio (agresion hacia sus propias
crias), ataques entre hembras y la agresion maternal (agresion en defensa de sus crias)
(Parmigiani y cols. 1999).

La seleccion artificial de lineas genéticas ha derivado en diferencias en los
mecanismos que modulan los niveles de agresion y ansiedad. Es decir, la alteracion genética
durante el desarrollo del sistema nervioso produce modificaciones en la conducta agresiva
afectando con esto su funcién bioldgica (Parmigiani y cols. 1999). Por ejemplo, la ausencia
del gen Pet-1, involucrado en la diferenciacién de neuronas serotoninérgicas durante el

desarrollo neuronal, ocasiona mayor agresion en ratones adultos (Hendricks y cols. 2003).




1.2.1.2 Hormonas.

Las hormonas regulan la conducta agresiva en diferentes formas. Pueden actuar de
manera indirecta alterando factores que estimulan la agresion. Tal es el caso de ratas hembras
adultas tratadas cronicamente con testosterona, lo cual altera la emision de feromonas en las
hembras y ocasiona respuestas violentas de los machos a los que fueron enfrentadas
(Monaghan y Glickman 1993).

De manera directa, las hormonas gonadales (estrogenos, progesterona y testosterona)
son las principales involucradas en la conducta agresiva de las hembras. Algunos autores han
reportado que la agresion entre hembras es influenciada por el ciclo estral. Asi, ratas no
gestantes y no lactantes suelen presentar la conducta agonista de forma notable cuando estan
en la etapa no receptiva, atin en encuentros con otras hembras (Takahashi 1990, Ho y cols.
2001, Melchior y cols. 2004). Ademas, se ha sugerido que la base hormonal para mostrar
agresion en hembras no gestantes y no lactantes puede ser similar a la de los machos, en el
establecimiento de jerarquias.

En cuanto a la agresion maternal, en la rata, se inicia en el dia 16 de gestacion, se
incrementa gradualmente hasta el dia 19 y alcanza un nivel més alto en el dia 21. A partir de
ese momento (post-parto), se mantiene elevada durante las proximas dos semanas y disminuye
gradualmente hasta el destete (Erskine y cols. 1978, figura 1).

La agresion maternal también puede ser expresada por hembras no gestantes. Para esto,
se induce la conducta maternal mediante la exposicion continua a crias de otra hembra,
proceso conocido como “sensibilizacion” (Ferreira y cols. 2002). De manera similar, hembras
virgenes ovarectomizadas tratadas con estrogenos y progesterona (hormonas de la gestacion)
pueden ser agresivas, incluso con mayor intensidad que las hembras “sensibilizadas” (Mayer y
cols. 1990a, Mayer y cols. 1990b, Mayer y Rosenblatt 1993, Ferreira y cols. 2002, Ferreira y
Picazo 2002).
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Figura 1. Frecuencia de (a) conductas agonistas y (b) defensivas de ratas hembra hacia un
intruso en funcion del dia de gestacion o lactancia. Note como se incrementan las conductas
agresivas dias antes del parto y se mantienen elevadas las primeras dos semanas de lactancia,
cuando las crias son mas vulnerables (Modificado de Mayer y cols. 1987).

En general se afirma que la administracion de hormonas de la gestacion como
estrogenos y progestagenos, en dosis y secuencias similares a las registradas durante la
gestacion y el parto, influyen en la induccién de la agresion en ratas (Mayer y Rosenblatt
1987) y ratones sensibilizados (Svare y Gandelman 1976 citado en Gandelman y Simon 1980,
McDermott y Gandelman 1979). Este tratamiento hormonal provoca agresion en las ratas
inclusive antes de que se comporten maternales, aunque la agresién aumenta cuando las

hembras desarrollan conductas de cuidado de las crias (Mayer y cols. 1990b, figura 2).
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Figura 2. Comportamiento agresivo de hembras no gestantes tratadas con hormonas de
la gestacion (Estrogeno/Progesterona/EstradiolBenzoato) y controles (Veh). Notese como
aquellas que expresaron conductas maternales mostraron mds agresion (Modificado de
Mayer y Rosenblatt 1993).

1.2.1.3 Bases neurolégicas.
En este punto es necesario mencionar que aunque los sustratos nerviosos sean similares entre
mamiferos, existen aspectos concretos de las vias que regulan la conducta agonista en cada
especie. De manera general, se han identificado algunas estructuras que participan en la
conducta agresiva, tales como el hipotalamo, el mesencéfalo, la amigdala, la corteza cerebral,
asi como estructuras cerebrales en las madres que reciben o transmiten informacion
relacionada a la estimulacion proveniente de los crias durante la etapa de crianza (Lonstein y
Gammie 2002, Halasz y cols. 2002 citado en Moya-Albiol 2004, Foroud y cols. 2004, Hasen y
Gammie 2006).

El hipotdlamo desempefia un papel fundamental. Contiene sistemas que facilitan e
inhiben la conducta agresiva. Recientemente se reporté que en ratones agresivos incrementa la

actividad neuronal, en regiones como nticleo paraventricular del hipotdlamo (Hasen y Gammie
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2006). Ademas, se sabe que las lesiones que anulan la comunicacién nerviosa entre el
mesencéfalo y el hipotdlamo eliminan la conducta agresiva controlada por el hipotdlamo. En
cambio, cuando la lesion es directa al hipotalamo la conducta no desaparece, pero cambia la
intensidad o la eventualidad con la que ocurra (Halasz y cols. 2002 citado en Moya-Albiol
2004).

Con respecto al mesencéfalo, los estudios de lesion o de estimulacion cerebral
(eléctrica y/o quimica) en gatos y roedores han puesto de manifiesto que el area tegmental
ventral regula la conducta ofensiva, mientras que las neuronas dorsales de la sustancia gris
periacueductal controlan la conducta defensiva y las ventrales la predatoria (Moya-Albiol
2004).

De manera similar a lo que ocurre con el hipotalamo, se ha reportado que la actividad
en la amigdala media, central y basolateral aumenta en ratones agresivos (Hansen y Gammie
2006). A saber, la actividad de la amigdala basolateral (nucleos lateral, basolateral y basal)
estimula el ataque defensivo, sin afectar la predacién. Mientras que la estimulacion de la
amigdala corticomedial (ntcleos central y medial) facilita el ataque defensivo e inhibe la
predacion (Moya-Albiol 2004). La actividad de otras estructuras subcorticales como el
hipocampo y la estimulacion de los nuicleos dorsomedial y paraventricular del talamo
provocan agresion, mientras la lesion del talamo ventral la inhibe (Renfrew 2001).

La corteza cerebral controla la conducta agresiva mediante la regulacion de los
sistemas sensoriomotores necesarios para la ejecucion de dicha conducta. Se ha reportado que
sin la corteza prefrontal la regulacion del juego lucha realizado por puberes seria imposible
(Foroud y cols. 2004). Resulta contradictorio que algunos estudios en ratas han mostrado que
tras la decortificacion completa se conserva la mayor parte de los elementos conductuales
relacionados con la locomocion, el cuidado corporal, la alimentacion y la agresion (Moya-
Albiol 2004).

En la rata, se ha reportado que cuando son lesionadas las areas cerebrales que reciben o
transmiten informacion relacionada a los estimulos provenientes de los crias se interrumpe la
agresion maternal (Lonstein y Gammie 2002). Por ejemplo, lesiones en el tdlamo medio dorsal
o en la corteza insular prefrontal (que procesan informacion olfativa) disminuyen la conducta

agresiva, lo anterior debido a la imposibilidad de los animales para discernir olores después de




la lesion (Lonstein y Gammie 2002). Ademas, otros estudios sugieren que la extirpacion del

bulbo olfativo en ratones elimina la agresion entre machos (Moya-Albiol 2004).

1.2.1.4 Control neuroquimico.

Se sabe que diversos neurotransmisores (NT) estan involucrados en la regulacion de conductas
sociales, tales como la agresion. Algunos de estos NT son la serotonina (5-HT), el acido gama
aminobutirico (GABA), la oxitocina (OT), el 6xido nitrico (ON) y la corticosterona, entre
otros.

Estudios acerca del control neuroquimico de la agresion en vertebrados, incluidos los
humanos, indican que el sistema serotoninérgico se activa durante las peleas. En ratas, resulta
interesante que, si bien la actividad serotoninérgica en el nuicleo rafe ocurre durante las peleas,
esta actividad no es especifica de tal evento. Una activacion similar ocurre en otros contactos
sociales. Por tanto, la activacion de este nucleo se relaciona mas con el establecimiento de
contacto social, que solo con la ejecucion de conductas agresivas (Haller y cols. 2005).

En cuanto a su participacion en la agresion en hembras lactantes la relacion no es del
todo clara. Mientras que inyecciones del precursor de serotonina (5-hydroxytryptofano)
reduce los ataques en ratones lactantes, inyecciones de un inhibidor de la sintesis de 5-HT
también reduce los ataques (Ieni y Thurmond 1985 citado en Lonstein y Gammie 2002).

Otro sistema involucrado es el gabaérgico. Este, en conjunto con otros aminoacidos y
péptidos, ha sido vinculado con la agresion instrumental. Aunque la estimulacion directa de
los receptores a GABA generalmente suprime la agresion, numerosos estudios muestran que
moduladores positivos de receptores GABAA pueden incrementar la conducta agresiva
(alcohol, benzodiacepinas y otros neuroesteroides son moduladores positivos de receptores
GABA,). Estos efectos son dependientes de la dosis, es decir, dosis altas reducen los niveles
de agresion incluso hasta un efecto sedante (Miczek y cols. 2003).En ratas lactantes la infusion
del antagonista al receptor GABA, (biculine) dentro del hipotalamo ventromedial o en la
amigdala media disminuye los ataques hacia un extrafio (Hansel y Ferreira 1986 citado en
Lonstein y Gammie 2002).

En cuanto al sistema oxitocinérgico, su relacion con la conducta agresiva al final de la

gestacion y después del parto no es muy clara. Se ha demostrado, en el hamster dorado, que la
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administracion de OT en el nucleo central de la amigdala (NCA) incrementa la agresion
maternal (Ferris y cols. 1992 citado en Lonstein y Gammie 2002). Contrario a este reporte, la
disminucion de la actividad oxitocinérgica en dicho nucleo, mediante la administracion de un
antagonista a OT, aumenta la agresion maternal en ratas (Lubin y cols. 2003).

Otros autores han encontrado que la disminucion de la sintesis de OT en el nucleo
paraventricular del hipotdlamo (NPV) aumenta la agresion en hembras lactando (Giovenardi y
cols. 1997). De manera similar, datos recientes, demostraron una correlacién positiva entre la
activacion de la ruta de la OT y niveles altos de ansiedad (incremento de la actividad en el
NPV y en el NCA) y que a su vez mostraron menor agresion maternal que aquellas ratas con
niveles bajos de ansiedad (Bosch y cols. 2005).

El ON es un neuromodulador gaseoso que puede incrementar o disminuir la
excitabilidad de células blanco y desencadenar cambios en la expresion genética. Asi, en
prairie voles se sabe que la inhibicion farmacologica de la sintesis de ON disminuye la
agresion maternal (Gammie y cols. 2000 citado en Lonstein y Gammie 2002).

Por ultimo, sabemos que las interacciones agresivas son estresantes (situacion que pone
en riesgo su integridad fisica), tanto para el animal dominante como para el subordinado
(Summers y Winberg 2006). Ademas el circuito neuronal para la agresion y el estrés en
muchas ocasiones se sobreponen. Asi, la corticosterona ha sido involucrada en la regulacion
de la conducta agresiva al igual que del estrés. En ratas machos, la administracion ventricular
de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) incrementa la agresion inducida por estrés,
mientras que un antagonista a CRH la disminuye (Tazi y cols. 1987 citado en Lonstein y

Gammie 2002).

1.2.2 FACTORES AMBIENTALES.

La predisposicion genética de la que se habld en el apartado anterior, puede verse acentuada
por el ambiente y modificar la conducta final. Asi, ratas hijas de padres agresivos criadas
desde el nacimiento por madres adoptivas no agresivas, a los 30 dias de edad carecen de
reacciones letales hacia ratones, en contraste con las que fueron criadas por madres agresivas

que si presentan tal reaccion (Flandera y Novakova 1974).
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En lo que se refiere a la interaccion con las crias, sabemos que esta resulta
indispensable para que se presente la conducta agresiva en las hembras lactantes (Erskine y
cols. 1980, Mayer y cols. 1990b, Stern y Kolunie 1993). Asi, la remocion de las crias del nido
por un periodo de cuatro horas disminuye considerablemente el nivel de agresion de las
hembras lactantes (Erskine y cols. 1978, Ferreira y Hansen 1986).

En particular, por un lado se ha propuesto que los estimulos olfativos (Ferreira y
Hansen 1986, Ferreira y cols.1987, Kolunie y Stern 1995) y la estimulacion sensorial, por
parte de las crias, de la region ventral de la hembra (Stern y Kolunie 1993) mantienen la
agresion maternal. Y por el otro, la estimulacion de la region perioral de la madre, por parte de
un animal extrafio (Kolunie y Stern 1990, Stern y Kolunie 1991) provoca agresion.

Por ultimo, la agresion entre hembras ha sido poco explorada, fuera del contexto
maternal. Por lo que no se tiene mucha informacion acerca de los factores ambientales que

influyen bajo una condicion distinta.
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2. ANTECEDENTES.

La agresion es una conducta cominmente asociada con el sexo masculino, aunque no
exclusiva de ese género. En roedores, se ha reportado que las hembras suelen expresar
agresion durante determinadas etapas de su ciclo estral y ante la invasion del territorio que
habita en particular si son madres. Tal es el caso de hembras hamster, donde la agresion es
mayor que la de los machos, incluso sin ser madres (Takahashi 1990).

La mayoria de los reportes acerca de la conducta agresiva en hembras se remite a
estudiar los factores hormonales y sensoriales que participan en la regulacién de la agresion
maternal. Con respecto al periodo de desarrollo en el cual la agresion es moldeable por la
modificacion del ambiente y qué factores participan en dicho proceso, se sabe poco.

La participacion de la experiencia en el desarrollo de la agresion en la etapa juvenil no
es muy clara. Por un lado se ha reportado que ratones aislados socialmente después del destete
hasta la etapa adulta mostraron mayor tiempo para iniciar el ataque hacia un coespecifico
comparados con aquellos que no fueron aislados (King y Gurney 1954). Por el otro, en ratas se
ha reportado que hembras y machos aislados socialmente después del destete, son mas
agresivos hacia un coespecifico cuando adultos, que los que fueron agrupados (Day y cols.
1982). Aunque la contradiccion de resultados bien pudiera deberse a la diferencia de especies,
un aumento de agresion similar al encontrado en ratas fue reportado por van den Berg y cols.
(1999) e interpretado como un incremento de intolerancia.

Desde 1975 (Randt y cols.) se ha reportado que la desnutricion antes del destete en
ratones y ratas influye en la conducta agresiva cuando son adultos. Afios después fueron
reafirmadas estas observaciones por Nakamura y cols (2003), quienes encontraron que ratones
destetados a los 14 dias postnatales (DPN), lo que interrumpe el contacto maternal, atacaron
con mayor frecuencia y tardaron menos en iniciar los ataques (mayor agresion) hacia un
intruso, que aquellos que fueron destetados a los 21 DPN.

De manera similar, se ha manejado a dicha separacion temprana (14-21 DPN) como
una disrupcion de la interaccion madre-crio, sin embargo el efecto de aumento de ansiedad y
agresion en determinados contextos sociales (Kikusui y cols. 2004) estd claramente

relacionado con factores nutricionales mas que con la alteracion del vinculo.
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Se ha propuesto que las caracteristicas conductuales de la madre son expresadas por los
hijos. Esta transmision no sélo es de caracter hereditario, también intervienen los factores
epigenéticos tales como estimulos provenientes del cuidado maternal y/o de los comparfieros
de camada. Por ejemplo, si la madre es agresiva, la progenie también lo serd. Asi, crias de
hembras agresivas criadas por madres no agresivas mostraron menor agresion hacia un
intruso, mientras que las hijas de madres no agresivas criadas por madres agresivas, en la
etapa juvenil fueron mas agresivas hacia un intruso (Flandera y Novakova 1974).

En el caso de especies de cuidado biparental, como el ratén de California (Peromyscus
californicus), el contacto con sus progenitores repercute en su conducta en la etapa adulta. Por
sjemplo, machos y hembras cuyos padres acarrearon los crias al nido con mayor frecuencia
presentan menor latencia para atacar en un encuentro agresivo al ser adultos (Frazier y cols.
2006).

Otra serie de datos obtenidos utilizando el paradigma experimental de separacion
maternal, ha apoyado la idea anterior. Asi ratones, crias machos y hembras, separados de su
madre y aislados de manera parcial durante el periodo postnatal, fueron mas agresivos en la
etapa juvenil que aquellos manipulados por humanos (Brain 1975). Este efecto también se
encontrd en primates no humanos (Manning y Stamp 1992). Ademas, datos indirectos
mostraron como ratas hembras adultas, separadas de su madre y hermanos (CA) y criadas en
con el paradigma experimental denominado crianza artificial durante el periodo postnatal,
manifestaron un incremento significativo de conductas de juego-lucha (actividades motoras
que no causan dafio y son manifestadas por animales piberes de distintas especies, Pellis ¢
Iwaniuk 2000 citado en Blanchard y cols. 2003) hacia una hembra de la misma edad durante
una prueba de aprendizaje social, en comparacion con las hembras criadas por su madre (Melo

y cols. 2006, figura 3).
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Figura 3. Efecto de la separacion maternal total (CA) sobre el juego lucha en una prueba
de aprendizaje social. Las letras iguales indican diferencias entre los grupos que las
comparten. CA-Control: separacion maternal total, CA-Olor: separaciéon maternal mds
olor del nido, CA-social: separacién maternal mds un compaiiero de la misma edad, CM:
crianza maternal (Modificado de Melo y cols. 2006)

Estos datos nos sugieren que el cuidado maternal y la estimulacion tactil, odorifera y
social de los hermanos durante el periodo postnatal participan en el desarrollo de la conducta
de juego-lucha, la cual ha sido considerada como una variante de la conducta agresiva. Se
puede observar que las hembras que crecieron con su madre y hermanos (CM) mostraron
menor tiempo de juego lucha en comparacion con las ratas separadas de su madre (CA).

En ratas, la exposicion a la testosterona en la etapa prenatal predispone hacia una
conducta agresiva en la etapa adulta. También, se ha sugerido que la posicion del feto durante
el desarrollo intrauterino es una notable fuente de variacion, en términos hormonales, para la
expresion de la conducta agresiva en la edad adulta. Asi, hembras cuyo desarrollo intrauterino
ocurrié entre dos machos, fueron mas agresivas, en comparacion con aquellas que crecieron
entre dos hembras (vom Saal 1991 citado en Brain y Haug 1992).

Los datos anteriores sugieren que la edad en la cual ocurre el contacto social (cuidado
maternal e interacciéon con los hermanos de camada) es importante para determinar el efecto
que este tenga en la expresion de la conducta en etapas posteriores. Ademas que los factores

epigenéticos tienen una secuela importante en el desarrollo de la agresion. Para evaluar como
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las experiencias sociales tempranas, es decir, el cuidado maternal y la interaccién con los
hermanos en el periodo postnatal (antes del destete) estan influyendo en la conducta agresiva

se propone el presente proyecto.




3. JUSTIFICACION.

Los datos reportados anteriormente en los antecedentes sugieren que las experiencias que las
crias puedan vivir en el periodo postnatal afectan distintos procesos involucrados en la
expresion final de la conducta agresiva. En general el presente proyecto exploré la
participacion de la experiencia temprana, de las hembras, en el desarrollo de una de las
conductas sociales mas importantes para el desenvolvimiento de los animales gregarios dentro
de su ambiente social: la agresion. Para ello utilizamos el paradigma experimental de
separacion maternal/social a través de la crianza artificial como modelo de investigacion para
responder las preguntas acerca del desarrollo de la agresion en la rata cepa Wistar. Las razones
para realizar este tipo de estudio se exponen a continuacion.

Para empezar, es preciso recordar que cada conducta agresiva resulta trascendente para
la subsistencia del organismo e incluso del grupo. En el caso de la expresion de la agresion
maternal resulta esencial para el éxito reproductivo; ésta y el cuidado maternal permiten a las
crias sobrevivir durante la etapa antes del destete: el periodo postnatal.

A través de la interaccion de la madre-progenie (cuidados maternales) y de la
interaccion entre los hermanos de camada, las crias obtienen los elementos necesarios para un
adecuado desarrollo de las conductas sociales (afiliativas o agonistas). Asi, en el nido maternal
se establecen las primeras relaciones sociales del individuo.

En general una dificultad para realizar estos estudios es la duracion de los mismos. La
rata, debido a su rdpida ontogenia y a su facil manipulacion, representa un modelo adecuado
para este tipo de estudio. Ademas, esta especie ha sido un modelo predilecto para el estudio de
las relaciones sociales por su tendencia evolutiva a organizarse en colonias, lo que nos permite
realizar analogias con el humano a nivel fisiolégico y conductual.

Hay que destacar que el trabajo con ratas en condiciones de laboratorio permite un
control mas estricto de las experiencias sociales en la etapa de interés, lo que en situaciones de
campo seria imposible. Este control se logra a través del sistema de crianza artificial
introducido por Messer y cols. en 1969, quienes lo propusieron como una alternativa para el
estudio de factores nutricionales y posteriormente fue modificado por Hall en 1975 para

utilizarlo en estudios de desarrollo.
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En definitiva los estudios de desarrollo son relevantes para la comprension de la
conducta de un organismo y la rata en el paradigma de crianza artificial resulta un modelo

adecuado para este estudio.
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4. HIPOTESIS.
La separacion social durante el periodo postnatal incrementa la agresion en la

rata hembra adulta.

4.1 PREDICCIONES.
Lo que esperamos obtener de acuerdo a los antecedentes expuestos y a través de la
metodologia que a continuacion se explicara es lo siguiente:

a) En las pruebas de agresion (territorial y maternal) las hembras del grupo CA-Aislado
mostraran mayor agresion comparadas con los otros grupos. Sin observarse diferencias entre
pruebas dentro del mismo grupo.

b) La conducta del grupo CM-Control diferira entre pruebas, siendo mayor la agresién
que muestren las hembras en la segunda prueba (agresion maternal).

¢) La conducta del grupo de CA-Social en ambas pruebas sera similar a la del grupo
CM-Control, es decir, el efecto del aislamiento se revertira con el acompafamiento de las

crias.

5. OBJETIVO.
Conocer como es afectada la agresion en la rata hembra adulta por las interacciones sociales
(conducta maternal e interaccion social con los hermanos) durante el periodo postnatal (antes
del destete).

Para ello, las hembras experimentales fueron criadas en distintas circunstancias. Esto
es, se criaron con estimulacion social o sin ella. En este estudio se utilizé el paradigma
experimental de crianza artificial del cual se formaron los siguientes grupos:

Primero, crianza maternal (CM-Control) esto es, las crias crecieron con su madre y

hermanos.
Segundo, crianza maternal (CM-Ciego), las crias fueron expuestas a la manipulacién
de una cirugia (gastrostomia, ver métodos) y se regresé al nido para ser criada por su madre y

en compaifiia con sus hermanos (como el grupo anterior).
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Tercero, separacién maternal (CA-Social) las crias fueron separadas de su madre e

instaladas en un sistema de crianza artificial, y se les afiadi6 dos crias de la misma edad como

estimulacion social.

Cuarto, separacién maternal y social de los hermanos (CA-Aislado), estas crias fueron

criadas artificialmente pero sin estimulacion social.

Posteriormente, las unidades experimentales se expusieron a dos situaciones en las que
se sabe muestran agresion las hembras:
a) agresion territorial (prueba 1).

b) agresion maternal (prueba 2).
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6. METODOLOGIA.
6.1 ANIMALES.

En este trabajo se utilizaron ratas hembras primiparas de la cepa Wistar, para proveer de las
crias experimentales (n= 41, criadas artificialmente; ver mas adelante), provenientes del
bioterio del Centro de Investigacion en Reproducciéon Animal (CIRA), CINVESTAV-UAT.
Fueron alojadas dentro de cajas de acrilico (44 cm. de largo x 28 cm. de ancho y 19.5 cm. de
alto) y mantenidas bajo un ciclo de luz/oscuridad 14:10 horas, empezando el ciclo de
oscuridad a las 13:30 hrs. y a una temperatura controlada de 23 +/- 1°C. Los sujetos se
mantuvieron con alimento balanceado para roedores (Ratina, Purina) y agua ad libitum.
Ademas, se utilizaron otros dos grupos de hembras lactantes donadoras para proveer de crias
para los siguientes propdsitos: a) como compafieras de las crias aisladas del grupo social, y b)
para ser utilizadas en la etapa adulta como los animales intrusos (n= 72 hembras) durante las

pruebas de agresion.

6.2 PROCEDIMIENTO GENERAL.

En el dia del parto (dia 0) cada camada se ajusto a ocho crias: cinco hembras y tres machos.
Tres dias después se retiraron cuatro crias hembras de cada nido. Una de ellas se marco en el
dorso con un plumon de tinta permanente y se regresé inmediatamente para ser criada por su
madre (grupo control, CM-CONTROL), a las tres restantes se les implanté un catéter PE-50
en el estdmago (ver gastrostomia). A una de ellas se le retir6 inmediatamente el catéter y se
regresd con su madre para ser criada por su madre y ser parte del grupo control-ciego (CM-
CIEGO). Las otras dos hembras (implantadas) fueron colocadas dentro de un sistema de
crianza artificial (CA, ver crianza artificial), con (CA-Social) o sin (CA-Aislado) compaiiia
social dentro de su recipiente de aislamiento y alimentadas con férmula lactea (leche
preparada) a través del catéter.

De esta manera, se formaron los siguientes grupos experimentales: 1) CA-Aislado,
recibieron estimulacién en la region anogenital dos veces al dia para inducir la miccion y
defecacion; 2) CA-Social, con igual nimero de estimulaciones anogenitales que el grupo
anterior, y acompafiadas dentro del recipiente por dos crias de la misma edad (provenientes de

hembras donadoras). Estas compaiieras fueron reemplazadas cada 12 horas por otras recién
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alimentadas; 3) CM-CIEGO,'implantadas y criadas con su camada por su madre y 4) CM-
CONTROL, sin implante y criadas con su camada por su madre.

Permanecieron en estos grupos durante los dias 3-19 postnatales (PN). Al finalizar este
periodo de crianza retiramos a las crias CA del sistema y las colocamos en cajas de acrilico
transparente chicas (34 cm. de largo x 23 cm. de ancho y 15 cm. de alto), con una hembra de
la misma edad proveniente del bioterio. A partir de ese momento se inicio su transicion de
alimento liquido a sélido. Para este fin, se alimentaron de una mezcla compuesta por férmula
lactea y alimento de Ratina pulverizado, durante dos dias. En el dia 21 PN las hembras CM
fueron destetadas al igual que las CA. Todas permanecieron agrupadas en pares dentro del
bioterio hasta la etapa adulta (85-95 dias de edad) bajo las condiciones descritas en la seccion
de animales.

En la etapa adulta, las hembras de todos los grupos fueron alojadas individualmente en
cajas de acrilico transparente (44 cm. de largo x 28 cm. de ancho y 19.5 cm. de alto), tres dias
después se realizo la prueba de agresion territorial (ver Registro de agresion; Prueba 1) al
introducir una hembra virgen de edad y peso similar dentro de la caja de la hembra residente
(experimental). Durante diez minutos se videograbaron los diferentes componentes de la
conducta agresiva.

Dos dias después se aparearon a las hembras con un macho sexualmente activo. El dia
del parto (dia 0) se ajust6 cada camada a ocho crias. Cinco dias después del parto se realizo la
prueba de agresion maternal (ver Registro de agresion; Prueba 2).

Todas las hembras utilizadas como compafieras sociales e intrusas fueron obtenidas del

segundo grupo de madres donadoras provenientes del bioterio.

6.3 GASTROSTOMIA.

La cirugia consiste en implantar un catéter en el estdmago del neonato para alimentarlo. Para
esto se requirid un catéter de polietileno (PE-10; Intramedic Clay Adams Brand) de diez cm.
de longitud, aproximadamente. Un extremo del catéter fue previamente expuesto al calor para
redondearlo y se colocd en ese sitio una pieza circular de plastico (rondana) que sirvié como

anclaje en la pared estomacal interna de la cria.
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Figura 4. Implante utilizado en la gastrostomia compuesto por un catéter de
polietileno (PE-10) y demds estructuras descritas arriba.

Para implantar el catéter PE-10 se colocd, dentro de éste, un cable guia de acero
inoxidable de 0.24 cm. de didmetro y 7.2 cm. de longitud, dejando un extremo de éste fuera
del catéter en el cual se introdujo un tubo de silastic para cubrir dicho extremo y evitar
lastimar el tracto digestivo de la cria (figura 4). Poco antes de implantar el catéter se
humedecio con aceite el extremo donde estaba colocado el tubo de silastic para asegurar un
deslizamiento adecuado por el es6fago de la cria.

En el dia tres PN, se pesé a cada cria y se anestesi¢ con Halotano (Laboratorio
Farmacéutico RIMSA). A continuaciéon el cuerpo de la cria fue sostenido con la mano
izquierda y Ia

cabeza tomada

entre los dedos ) ‘ ‘
pulgar e indice /7
(figura 5). Con la f / ‘/

otra mano se

Implante

Figura 5. La cria es
sostenida con la mano
izquierda y con la
derecha se introduce
el implante.

introdujo el catéter

(por el extremo |44

cubierto de
silastic) dentro del hocico de la cria, empujando hacia abajo por el es6fago hasta visualizar la
punta a través de la pared abdominal. Inmediatamente después, la cria es detenida con firmeza

y la canula empujada contra la pared interna. En ese momento el catéter traspasa la pared
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abdominal hasta que el extremo con la rondana toque la pared interna del estémago. Después
de retirar el tubo de silastic y el cable guia se aplica crema antibacterial (Terramicina) en la
pared abdominal perforada. Se coloca otra rondana en el extremo exterior de la pared
abdominal y un seguro elaborado con catéter de polietileno (PE-50 Intramedic Clay Adams
Brand; figuras 6 A y B), ambos fueron fijados con una gota de pegamento (Kola loka).

A continuacion la cria se coloco en una incubadora para recuperarse de la anestesia. La
duracion de la cirugia fue inferior a 90 segundos. A partir de este dia, el peso corporal de cada
cria se registro todos los dias hasta el destete.

[ Pared exterior
\\\
—f |
A B i‘ (S;]gz-usrz) Catéter PE-10

Figura 6. A) Cria implantada con el catéter PE-10. B) Se observa en aumento, el implante
en la pared abdominal exterior de una cria.

6. 4 CRIANZA ARTIFICIAL.

Posterior a la cirugia, cada cria se alojo dentro de un recipiente de plastico (11 mm. de
diametro x 20 mm. de profundidad), cuyo piso fue previamente cubierto con aserrin estéril
(figura 7). La mitad de las crias estuvieron acompaiiadas por dos crias de la misma edad y
sexo indistinto, provenientes del primer grupo de hembras donadoras, quienes fueron
reemplazadas por otras recién alimentadas cada 12 horas (figura 7-B). El recipiente estuvo
dentro de un segundo recipiente flotando en un acuario con el agua a una temperatura de 39°C
+/- 1, de esta forma la temperatura dentro del recipiente oscilaba entre los 34-36°C. Conforme
las crias iban creciendo la temperatura fue reducida de manera gradual hasta los 31-32°C al

final del periodo cuando las crias ya tenian pelo.
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El catéter implantado en el estomago fue conectado a otro mas grande (PE-50) y éste a
su vez, a una jeringa desechable con leche artificial (formula tomada de la Universidad de
Iowa; Messer y cols. 1969, modificada por Smart y cols. 1983) para su alimentacion. La
jeringa fue montada en una bomba de infusion programable Harvard (Harvard Apparatus
Syringe Pumps, PHD 2000). Esta a su vez, se programé para infundir leche cada hora durante
diez minutos, las 24 horas del dia.

La velocidad de infusion se ajust6 cada dia de acuerdo al peso corporal promedio de
las crias conectadas a la bomba (Gonzalez y cols. 2001). Para el primer dia, la cantidad
correspondi6 al 33% del peso corporal promedio, es decir, el dia del implante (3 PN) el peso
promedio de los crias se multiplico por 0.33, el resultado (corresponde a la cantidad total de
leche que consumiran por 24 horas) fue dividido entre 240 (nimero total de minutos con
infusiones por dia) y el resultado correspondio6 a la velocidad de infusioén. En los siguientes
dias la velocidad se ajusto de acuerdo al peso promedio de todas las crias aumentando a diario
el 1% hasta llegar a un maximo del 45% del peso promedio.

Figura 7. Cada cria fue colocada en un recipiente de 11 mm. de didmetroy 20 mm. de
profundidad. A) Cria sin acompaiiamiento. B) Cria con dos compafieras sociales
durante el periodo de crianza artificial.

Cada mafiana la bomba se detuvo y las crias fueron pesadas, los catéteres PE-10
limpiados con agua destilada tibia y las jeringas se reemplazaron por otras nuevas con leche
templada en bafio maria. La bomba fue calibrada de acuerdo al peso promedio de las crias
conectadas. Todas las crias recibieron estimulacion en la region anogenital dos veces al dia,
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durante 30-45 segundos, con un pincel himedo de cerdas de camello en direccién de arriba

hacia debajo para estimular la defecacion y miccion (Gonzalez y cols. 2001).

6. 5 REGISTRO DE AGRESION.

El procedimiento para la prueba de agresion territorial (prueba 1) y maternal (prueba 2) fue
similar, a diferencia de que en la prueba 2 las hembras a observar eran lactantes y sus crias
estuvieron presentes durante el encuentro. Las pruebas conductuales comenzaron dos horas
después de apagada la luz del bioterio. Todas las observaciones se realizaron entre las 15:30 y
18 hrs.

Quince minutos antes de empezar la prueba, la caja con la hembra a observar
(residente) se colocé en una mesa. A continuacién se introdujo una hembra virgen extrafia
(Intrusa), de peso y edad similar proveniente del bioterio (de madres donadoras), dentro de la
caja del residente. En ese momento se inicié la filmacién de la prueba por diez minutos, con
una videocamara Sony Handycam modelo DCR-HC30 utilizando la funcion de visién nocturna
y empleando luz roja del bioterio. Al terminar la prueba se retiré a la hembra intrusa y se
regresé a la residente a su anaquel habitual.

En todas las pruebas la hembra intrusa fue virgen y sin parentesco ni convivencia
previa con la residente. Ademas, las hembras intrusas fueron utilizadas una sola vez. Con
respecto al peso de los animales, teniendo en cuenta que este influye en los resultados, tanto
las hembras residentes (experimentales) como las intrusas (aquellas que se usaron para
confrontar a las experimentales) fueron pesadas antes de cada prueba.

Para registrar los diferentes componentes de la conducta de agresion se utilizo el
programa The Observer versién 5.0 instalada en una computadora portatil. La configuracion
del programa se efectud asignando una letra para cada una de las conductas mencionadas
(figuras 8 A, B y C). Se registr6 la frecuencia de conductas agresivas tales como ataques,
mordidas, patadas, boxeo y la duracion de la postura de ataque y lateral de la residente hacia la
intrusa. Ademas, la duracion y frecuencia de las posturas de sumision completa e incompleta
de la intrusa. Asf como, la latencia para la primera conducta agresiva (ataque, mordida, patada,
boxeo, postura de ataque o lateral) y la primera conducta de sumisién (completa o incompleta)

(Ferreira y cols. 2002). También, como indicador de conductas sociales se registro la
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frecuencia y duracion del olfateo del cuerpo y de la cabeza de la intrusa. La duracion y la

latencia fueron medidas en segundos.

6.5.1 Conductas agresivas de la hembra residente.

Ataque: embestida répida dirigida al cuello o region dorsal de la hembra intrusa. Generalmente
termina en luchas.

Mordida: contacto del hocico de la hembra con cualquier parte del cuerpo de la hembra
intruso, incluyendo el cuello y la cabeza.

Patada: la hembra golpea a la intrusa con las patas traseras

Boxeo: ambas ratas se enfrentan paradas sobre sus patas traseras y la hembra golpea a la
intrusa con las patas delanteras, mientras la intrusa responde de similar manera.

Postura de ataque: la hembra residente permanece inmévil, con actitud amenazante, frente a la
hembra intruso antes de realizar un ataque.

Postura lateral: la residente se aproxima a la intrusa por la parte lateral de su cuerpo y la

empuja o la ataca.

6.5.2 Conductas de la hembra intrusa.

Postura de sumision completa: la intrusa se inmoviliza, y permanece con su espalda apoyada
sobre el piso de la caja y exponiendo su region ventral a la residente.

Postura de sumision incompleta: la hembra intrusa se sienta sobre sus patas traseras, con la

espalda curva y sus patas frontales levantadas hacia la hembra residente.

6.5.3 Conductas sociales de la hembra residente.
Olfateo de cabeza: con el hocico y/o nariz la hembra investiga el cuello y la cabeza de la
intruso.

Olfateo de cuerpo: con el hocico y/o nariz la hembra investiga cualquier parte del cuerpo de la
intrusa excepto el cuello y la cabeza.
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Ataque

Olfateo de
cabeza

- Oifateo de

cuerpo

Figura 8. Conductas registradas durante las pruebas de agresion. A) Conductas
agresivas de la hembra residente. B) Conductas de la hembra intruso. C) Conductas

sociales de la hembra residente.
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6. 6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Adultas

DPN 3
Destete Prueba 1: Prueba 2:

Parto (18-21 DPN) Agresion ofensiva Agresion maternal
Aislado

CM-Control Agrupamiento Aparear Parto
-Remover (2 hembras)
4 hembras
del nido
-Cirugia
E Filmacion de la prueba por 10 minutos

6.7 ANALISIS ESTADISTICO.
El peso de las hembras se comparé a la edad de 3, 5, 10, 15 y 22 dias postnatales de las
hembras experimentales (FO; figura 9-A), en los dias uno, cinco y siete postnatales de las hijas
de las hembras experimentales (F1; figura 9-B) y en la etapa adulta (rango: 3.5 meses de edad)
antes de cada prueba (ver seccion de métodos). Debido a que la distribucion de los datos fue
normal (prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y prueba para la homogeneidad de varianzas
de Levene), se utilizO una prueba de ANDEVA. Seguido de la prueba pos hoc de
comparacion multiple de Tukey entre los grupos cuando se encontraron diferencias
significativas en la ANDEVA. Para el analisis estadistico de las pruebas de agresion se utilizd
la frecuencia (nimero de veces que presenta una conducta), duracion (tiempo total que expresa
la conducta) y la latencia (intervalo de tiempo para que se emita una conducta) como
parametros de las conductas previamente descritas.

Mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y la prueba para la homogeneidad
de varianzas de Levene, se determiné que los datos no seguian una distribucién normal. Por lo
tanto, los datos se analizaron con pruebas no paramétricas, para comparar mas de dos grupos

(Kruskal-Wallis, una via). En las conductas donde se encontraron diferencias significativas se
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utiliz6 la prueba de Dunn péra comparaciones multiples, para determinar entre que grupos
existian las diferencias.

Por tltimo, para comparar los diferentes componentes de la conducta de agresion
obtenidos en la prueba de agresion territorial y aquellos obtenidos de la prueba de agresion
maternal dentro de cada grupo, se utilizo la prueba no paramétrica de Wilcoxon para datos
pareados. En este analisis solo se incluyen las hembras que estuvieron presentes en ambas
pruebas.

Los andlisis estadisticos se realizaron con los programas SPSS version 11.0 vy
Graphpad Prism. Las gréficas se elaboraron con el programa SigmaPlot 2001. En todos los
casos un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Los grupos CM-
Ciego y CM-Control, ambos criados con su madre y hermanos, fueron considerados un solo
grupo (CM-Control) después de no haber encontrado diferencias significativas entre ellos en

ninguna conducta.

S
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7. RESULTADOS.

Los grupos para la prueba de agresion territorial se conformaron de la siguiente manera:
grupos CM-Control (n=10), CM-Ciego (n=9), CA-Aislado (n=11) y CA-Social (n=11).
Para la prueba de agresion maternal, grupos CM-Control (n=7), CM-Ciego (n=8), CA-
Aislado (n=8) y CA-Social (n=8). La diferencia entre el tamafio de la muestra radica en la
condicién de no lactantes para la segunda prueba y en dificultades logisticas durante la
grabacion. De manera especifica, en la tabla 1 se indican las causas de la reduccion de la

muestra entre la primera y la segunda prueba.

Grupo Agresion No No Agresion
P Territorial | gestantes | registrados | Maternal
CM-Control 10 3 0 7
CM-Ciego 9 0 1
| CA-Social 1 1 2 8
CA-Aislado 11 0 3 8

Tabla 1. Diferencia en el tamario de la muestra para las pruebas de agresion.

7.1 PESO CORPORAL

Con respecto a los pesos mantenidos por las crias (FO) en el periodo de crianza, no se
encontraron diferencias entre los grupos de crianza artificial. Sin embargo, las crias CM a
partir del dia cinco postnatal conservan pesos superiores a las crias CA siendo significativa
la diferencia solo en el dia 15 PN (ANDEVA F;29=8,923; p<0,001). Mediante la prueba de
comparaciones multiples de Tukey se determiné que las crias CA-Aisladas y CA-Sociales
pesaron menos que las crias CM (p<0.05, p<0.001 respectivamente; figura 9-A).

Ademads, teniendo en cuenta que las hembras experimentales pesaron
significativamente menos que las hembras control (en el dia 15 postnatal), y para evitar
algin posible efecto sobre las pruebas, se registré el peso de sus crias en los dias uno, tres
y siete postnatal. Después, mediante una prueba de ANDEVA (debido a las caracteristicas
de los datos) se determind que no existen diferencias significativas entre los pesos de las

crias de las hembras observadas, tal como se muestra en la figura 9-B.
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Los pesos de las hembras intrusas y de las residentes obtenidos antes de las pruebas
comparados mediante un ANDEVA. En ambos registros no se encontraron
significativas (F23s=1,585 p>0.05 agresion territorial y F215=0.237 p>0.05

5n maternal).
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Figura 9. Peso corporal en funcion de la edad. A) Peso de las hembras observadas
siendo crias (F0) durante el periodo de crianza (CM, datos del laboratorio). B) Peso de
las hijas (F1) de las hembras observadas, en la primera semana de lactancia. Media +

error estandar, *p<0.05 Tukey.
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7.2 AGRESION TERRITORIAL.

Para determinar si la separacion de la madre y de los compafieros de camada (CA-Aislado)
durante el periodo postnatal (pre-destete) afect6 la conducta agresiva y los estimulos sociales
durante el periodo de aislamiento (CA-Social) revirtieron el efecto del aislamiento, los tres
grupos fueron comparados utilizando la prueba de Kruskall Wallis, seguido de la prueba de
Dunn para comparar grupos independientes. Aunque no se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la frecuencia y duracion de las conductas agresivas registrada (tabla
2), la latencia para que la intrusa adoptara la primera postura de sumision (completa o
incompleta), se encontré una diferencia marginal mediante la prueba de Kruskal-Wallis
(p=0.051).

CM-Control CA-Social CA-Aislado
VARIABLES
; Rango ; Rango . Rango
Medinig intercuartil Mediana intercuartil Mediana intercuartil
la agresion 74,52 38,96 55,3 46,22 66,06 81.94
& 1a sumision | 137,17 423,76 310,92* 413,37 100,07* 167,81
E ler ataque 108,49 92.89 142,26 108,11 77,09 88.9
[EH la mordida 107,36 104,16 133,98 162,58 109,31 121,32
3 1a sumision
completa 203,91 414,23 382,79* 342,45 100,07% 167,81
la sumision
incompleta 491,03 441,86 601 273,05 215,72 497,31
- Ataques 14 16 11 8 13 10
% Mordidas 14 19 7 27 25 27
=
é Patadas 3 9 0 3 0 11
£ Boxeo 1 3 | 3 1 5
g P‘fmra de 0 0,99 0 5,53 1,530 31,72
= taque
Q
Z p
ostura
8 Latisl 0 0 0 0 0 11,64

Tabla 2. Latencia, frecuencia y duracion de las conductas agresivas registradas durante la
prueba de agresion territorial, * p<0.05, Dunn.




De manera interesante, la comparacién post hoc (prueba de Dunn) entre grupos
‘mdependientes mostré que el grupo CA-Aislado indujo la postura de sumisién en su oponente
mis rapido que el grupo CA-Social (p<0.05) y el grupo CM-Control, aunque con el tltimo
erupo la diferencia no fue significativa (tabla 2 y figura 10-A).

Por otro lado, al analizar la latencia para adoptar la primera postura de sumision
completa e incompleta por separado, se encontré una diferencia grupal significativa en la
postura de sumision completa (p<0.008, Kruskal-Wallis). Después, al comparar los datos
anteriores entre grupos independientes mediante la prueba de Dunn, se encontr6 que las
hembras del grupo CA-Aislado provocaron mas rapido la postura de sumision completa en las

hembras intrusas que aquellas del grupo CA-Social (p<0.05, figura 10-B).

* A * B
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T —1 n=19 T
500 4 n=11
B n=11
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a
-
5 300 -
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CM-Control ~ CA-Social CA-Aislado CM-Control CA-Social CA-Aislado

Figura 10. A) Latencia para la primera postura de sumision (completa o incompleta)
de la intrusa. B) Latencia para la postura de sumision completa. La caja representa el
rango intercuartil y la linea vertical dentro de ella la mediana. * p<0.05 Dunn.

7.3 AGRESION MATERNAL.
De manera similar a la primera observacién (agresion territorial), se analizd la latencia,
frecuencia y duracion de las distintas conductas agresivas (tabla 3) a través de la prueba de

Kruskal-Wallis. Asi, al comparar la latencia tanto para expresar la primera conducta agresiva
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(ataque, mordida, patada, bokeo, postura de ataque y lateral) de la residente como para asumir
la primera postura de sumision (completa e incompleta) de la intrusa. Con respecto a la
primera, se encontraron diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). Posteriormente la
prueba de Dunn mostré que, la latencia para la primera agresion de las hembras del grupo CA-
Aislado fue menor que la del grupo CA-Social (p<0.05, figura 11-A).

CM-Control CA-Social CA-Aislado
VARIABLES
: Rango . Rango . Rango
Mediana intercuartil Mediana intercuartil Mz intercuartil

1a agresion 47,74 59,46 76,09 * 14,08 29,02 * 29,63
o la sumision 60,0 71,1 102,7 134,48 53,40 43,79
g ler ataque 48,61 53,34 84,10 * 73,84 30,77 * 42,07
& lamordida 71,.56 210,1 130,1 163.3 58,99 56,13
:C] la sumision

completa 103,7 149,77 136,2 147.9 85,38 440,93

la sumision

incompleta 146.,9 272,18 175,5 282,27 69,92 228,22
< Ataques 10 4 6,5 2.5 9.5 10
O
% Mordidas 4 4 25% 35 8 3,75
=
é Patadas 3 11 1,5 1,75 3,5 8
* Boxeo 1 1 0 1,5 0 0,75
& Posturade 11,8 16467 | 43,09 62305 | 8464 2825
= Ataque
:

Postura
B Lateral 37,48 106,8 4,015 10,08 37,36 69,91

Tabla 3. Latencia, Frecuenciay duracion de conductas agresivas registradas en la prueba de
agresion maternal. * p<0.04 Kruskal-Wallis.

En cuanto a la latencia para que la hembras intrusa desplegara la primera postura
sumision, prueba de Kruskal-Wallis mostré una diferencia marginal de p=0.06. No obstante,
sin ser significativa la diferencia, el grupo CA-Aislado indujo mas rapidamente la postura de

sumision en la hembra intrusa que el grupo CA-Social (figura 11-B).
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Figura 13. Frecuencia de conductas agresivas observadas durante diez minutos en la d
prueba de agresion maternal. A) Ataques y B)Mordidas *p<0.05, Dunn.

Al analizar por separado la latencia para las conductas agresivas (ataque, mordida,
boxeo, patada, etcétera), se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la

conducta de ataque (p<0.01, figura 12-A). Después, al comparar la latencia entre grupos

independientes se determiné que las hembras del grupo CA-Aislado atacan significativamente
mas rapido que el grupo CA-Social (p<0.05, Dunn). De manera similar, en la figura 12-B se |
observa una tendencia de las hembras CA-Aislado a empezar a morder antes que el grupo CA-
Social. Con respecto a la latencia para el resto de las conductas agresivas no se encontraron |
diferencias significativas. Por el contrario, al explorar la latencia para la primera sumision de
la intrusa en sus dos modalidades, completa e incompleta, no hubo diferencias significativas

(figuras 12-C, D).
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Figura 12. Latencia para el primer ataque (4) y mordida (B) de la residente y para la
primera postura de sumision incompleta (C) y completa (D) de la hembra intrusa.
*n<0.05, Dunn.

Otro componente analizado fue la frecuencia de las conductas agresivas, como ataques,
mordidas, boxeo y patadas. Asi, el andlisis entre grupos mostré una diferencia significativa en
la frecuencia de mordidas (p<0.02; Kruskal-Wallis), pero no en cuanto a las demas conductas
registradas (ataques, boxeo y patadas, tabla 4). Comparaciones entre grupos independientes
mostraron una diferencia significativa entre el grupo CA-Aislado y el grupo CA-Social, siendo

el grupo CA-Aislado, el que mayor numero de mordidas desplegé (p<0.05, prueba de Dunn;
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figura 13-B). Aunque el grupo CA-Aislado mostré6 méas mordidas que el grupo CM-Control,
esta diferencia no fue significativa. De manera similar, aunque la frecuencia de ataques (figura
13-A) fue mayor para el grupo CA-Aislado, en comparaciéon con el grupo CA-Social, esta
diferencia no fue significativa.

Al comparar la duracién de las conductas agresivas (postura de ataque y lateral), a
través de la prueba de Kruskall Wallis, observamos una diferencia significativa con respecto a
la postura lateral (p<0.04) y una diferencia marginal en la postura de ataque (p=0.06). Resulta
interesante que al evaluar las diferencias entre grupos indepéndientes, mediante la prueba de
Dunn, no se encontraron diferencias significativas, aunque se observé una tendencia de los
grupos CM-Control y CA-Aislado a mantener por mas tiempo la postura de lateral que la
desplegada por el grupo CA-Social. Referente a la postura de ataque, nuevamente los grupos
CM-Control y CA-Aislado parecen diferir del CA-Social, siendo en el tltimo menor la

duracion (tabla 3).
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Figura 13. Frecuencia de ataques (4) y mordidas (B) en cada grupo durante la prueba
de agresion maternal. *p<0.05, Dunn.

7.4 CONDUCTAS SOCIALES.
Como se describié en los métodos, durante las pruebas de agresion se registrd la frecuencia y
duracion de las conductas sociales (olfateo de cabeza y cuerpo). Asi, al comparar dichos

parametros entre los tres grupos no se encontraron diferencias significativas (tabla 4).
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En contraste con lo observado en la prueba de agresion territorial, al evaluar la
frecuencia y duracién de las conductas sociales (figura 14) entre los grupos, se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de olfateo de cabeza y de cuerpo (p<0.005, p<0.01,
respectivamente). Ademds, se encontré una diferencia marginal en la duracion de olfateo de

cabeza (p=0.06). Con respecto a la duracién de olfateo de cuerpo no hubo diferencias

significativas.

CM-Control CA-Social CA-Aislado
VARIABLES

. Rango : Rango : Rango

Mediana o il Mediana ;iercuartil Mediana ;o rcuartil

<
= Olfateo 10 7 S 10 6 6 |
Z cabeza |
=
: |
& cuerpo
B oMo | 300 2127 | 1818 4074 | 2146 1703
3 cabeza
5 Olfateo | ;5899 6906 | 16594 14727 | 17695 3509
A  cuerpo

Tabla 4. Frecuencia y duracién de las conductas sociales registradas durante la prueba de |
agresion territorial.

A Posteriormente, al buscar diferencias entre grupos independientes con la prueba de
Dunn se encontré que la frecuencia de olfateo de la cabeza (figura 14-A) fue
significativamente mayor en el grupo de CA-Social en comparacion con el grupo de CA-
Aislado y CM-Control (p<0.05 y p<0.001, respectivamente). Ademas, con respecto a la
frecuencia de olfateo de cuerpo, el grupo CA-Social nuevamente olfateo mas que los grupos
CM-Control y CA-Aislado (p<0.05, figura 14-B). Aunque en la duracion de olfateo de cabeza
y cuerpo no se encontraron diferencias significativas entre grupos, se aprecia una tendencia |
del grupo CA-Social a olfatear por mayor tiempo que los grupos CM-Control y CA-Aislado
(figuras 14-C, D).
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Figura 14. Conductas sociales de las hembras residentes durante la prueba de
agresion maternal. Frecuencia de olfateo de cabeza (A) y de cuerpo (B), y
duracion de olfateo de cabeza (C) y de cuerpo (D) a la hembra intrusa. *p< 0.05,
**p<0.001, Dunn.

7.5 COMPARACION ENTRE LAS PRUEBAS DE AGRESION TERRITORIAL Y
MATERNAL.

De manera particular exploramos la respuesta de la intrusa ante las conductas agonistas de la
residente y como esta respuesta a su vez modifica la conducta sucesiva de la residente en los

tres grupos. Para esto, los datos obtenidos en cada prueba (territorial y maternal) se
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compararon dentro de cada grupo (CA-Aisladas, CA-Social y CM-Control). Por las
caracteristicas de los datos utilizamos pruebas no paramétricas, ademas para este analisis solo
se incluyeron las hembras que estuvieron presentes en ambas pruebas. Asi, a través de la
prueba de Wilcoxon, para datos pareados, comparamos las conductas entre pruebas, dentro de
cada grupo.

Encontramos que tanto el grupo CM-Control (figura 15-A), como el CA-Social (figura
15-B) no presentaron diferencias significativas entre pruebas para agredir por primera vez a la
intrusa, pero si indujeron mas rdpidamente la postura de sumision en su oponente (p<0.01) en
la prueba de agresion maternal que en la territorial.

En el caso del grupo CA-Aislado, se determiné que la latencia para agredir fue
significativamente menor en la prueba de agresion maternal (p<0.05, figura 15-C) que en la de
agresion territorial. Por el contrario, la latencia para la postura de sumision de su oponente no
difirié entre pruebas.

Ademas, exploramos la frecuencia de las conductas agresivas, ataques y mordidas, en
ambas pruebas para los tres grupos. En relacion a la primera conducta, en el grupo CM-
Control no se encontraron diferencias en el niimero de ataques desplegados en ambas pruebas.
Por el contrario, la frecuencia de mordidas fue mayor en las hembras CM-Control durante la
prueba de agresion territorial que mientras fueron madres (p<0,001, figura 16-A).

En cambio en el grupo CA-Social, al examinar la frecuencia de estas conductas se
determiné que tanto el numero de ataques como de mordidas fue menor en la agresion
maternal que durante la agresion territorial (p<0.05 para ambas conductas, figura 16-B). De
manera similar, en el grupo CA-Aislado la frecuencia de ataques y mordidas fue menor

durante la segunda prueba (p<0.05, figura 16-C) que en la prueba antes de aparearse.
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Figura 15. Latencia para la primera agresion de la residente y la primera postura
de sumision de la intrusa, durante la prueba de agresion territorial (O) y maternal
(M). Mediana, desviacion estandar *p<0. 05 Wilcoxon.
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8. DISCUSION.
Los resultados del presente estudio muestran que la separacién total de la madre y de los

hermanos de camada durante el periodo postnatal (PN, del nacimiento al destete), a través del
paradigma de crianza artificial (CA), afectan el desarrollo de la agresién maternal pero no la
agresion territorial en la rata hembra adulta. Ademas, la interaccién social con los compaiieros

de camada durante dicho periodo participa en el desarrollo de conductas sociales.

8.1 PESO CORPORAL.

Aunque se ha descrito que el aislamiento antes del destete incrementa la ansiedad y la agresion
en determinados contextos sociales (Nakamura y cols. 2003, Kikusiu y cols. 2004), este efecto
ha sido atribuido a un déficit nutricional mas que a la ruptura del vinculo materno. De manera
particular, se ha mostrado que la desnutricion antes del destete ocasiona una disminucién en el
metabolismo de la serotonina (5-HT), asi como un incremento de conductas agresivas en la
etapa adulta (Randt y cols. 1975, Barreto Medeiros y cols. 2001).

Pese a que, en este estudio las crias CA-Aisladas y CA-Sociales mostraron una
disminucion significativa en el peso en el dia 15 PN, en comparacién con el grupo CM-
Control (figura 9-A), la diferencia de peso en los dias siguientes, hasta el destete, no fue
significativa. Lo anterior sugiere que, las diferencias conductuales encontradas en ambas
pruebas de agresion no se debieron a que las ratas hayan experimentado desnutricion durante
el periodo postnatal. Incluso, si el efecto sobre la agresion hubiera sido a causa de la
desnutricion, entonces las hembras CA-Sociales también hubieran mostrado el mismo nivel de
agresion que el grupo CA-Aislado. Ademas, cuando las hembras CA-Aisladas fueron madres
su produccion lactea no fue afectada, ya que no hubo diferencia en el peso de las camadas

entre los grupos.

8.2 AGRESION TERRITORIAL.

Contrario a lo esperado en las predicciones del presente trabajo, las hembras virgenes que de
pequefias fueron aisladas (CA-Aislado) mostraron niveles de agresién similares, en cuanto a
frecuencia y duracion de las conductas, a los desplegados por las hembras criadas por su

madre (CM-Control). Sin embargo, el hecho que las hembras CA-Aisladas mostraron una
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menor latencia para inducir la primera postura de sumision y la postura de sumision completa
en las intrusas (figuras 10 A y B), puede sugerir que dichas hembras son mas agresivas que los
otros grupos, ya que la hembra intrusa se sometié mas rapido. Otra explicacion pudiera ser
que, la separacion antes del destete predispone a expresar este componente (atacar con
prontitud) de la agresion.

Estos resultados discrepan con los datos reportados recientemente por Melo y cols.
(2006), quienes encontraron que el tiempo que las ratas CA-Aisladas pasan atacando a la
hembra intrusa es significativamente mayor que el manifestado por las hembras control. Esta
discrepancia podria deberse a que la cepa utilizada por Melo y cols., fue Sprague Dawley y
este estudio utilizoé Wistar, lo cual podria coincidir con las diferencias entre estas dos cepas de
ratas en el despliegue de la conducta maternal (Jakubowski y Terckel 1985), suefio y
locomocién (Tang y cols. 2005).

En general, estos resultados sugieren que el cuidado que la madre provee a la progenie
durante el periodo postnatal, asi como las interacciones con los compafieros de camada
influyen en el desarrollo de la agresion territorial de las hembras, aunque datos previos en
ratas (Preece y cols. 2004) han sugerido que el desarrollo de sistemas neurales (hipocampo y
corteza prefrontal) que regulan la expresion de la agresion ocurre durante el periodo postnatal,

hasta el momento no existen datos concluyentes al respecto.

8.3 AGRESION MATERNAL.
Nuestros datos muestran que el aislamiento total durante la etapa previa al destete incrementa
significativamente un componente de la agresion maternal (nimero de mordidas) en la etapa
adulta. Interesantemente, los estimulos sociales provenientes de los hermanos durante el
aislamiento revierten parcialmente dicho efecto. Lo cual coincide con reportes anteriores
donde hembras separadas de su madre, por periodos cortos, antes del destete fueron mas
agresivas en la etapa adulta que aquellas que no fueron separadas (Padoin y cols. 2001,
Giovenardi y cols. 2005).

En la rata, la agresion inducida por el aislamiento en la etapa juvenil en machos y
hembras puede revertirse con periodos posteriores de socializacion (Eion y Morgan 1977). Sin

embargo, esta reversion parece solo ocurrir en la rata, ya que en otras especies como el ratdn,
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gérbil y cuyo no se ha observado (Einon y cols. 1981). Por lo tanto, aunque en determinadas
ocasiones los modelos animales nos permiten extrapolar los resultados a otras especies, ello
debe realizarse con precaucion. Previo a las observaciones de Einon y colaboradores (1981),
se habia sugerido un posible periodo critico, comprendido entre los dias 25-45 PN, durante el
cual se moldea la interaccion social en ratas (Novakova 1966 citado en Janus 1987, Einon y
Morgan 1977). Lo anterior concuerda con estudios posteriores donde se hace énfasis en la
importancia del juego-lucha en este periodo y su repercusion en las relaciones sociales de la
etapa adulta (Pellis y cols. 1997). Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados el efecto del
aislamiento durante el periodo postnatal sobre la agresién no es revertido por la subsecuente
socializacion, ya que tanto las hembras experimentales (CA-Aisladas y CA-Sociales) como las
hembras controles (CM-Control) fueron agrupadas desde la etapa juvenil hasta la etapa adulta
y el efecto en las ratas CA fue permanente. Por lo tanto, la etapa antes del destete también
representa un periodo critico para otras conductas sociales, como lo es la agresion maternal.

La crianza de ratas en aislamiento representa un modelo ideal para estudiar el origen de
desordenes afectivos. Animales puestos en aislamiento total a menudo son mas agresivos. Sin
embargo, el aislamiento afecta la conducta en otros aspectos. Por ejemplo, los animales
tienden a ser mas activos y mostrar mayor grado de excitabilidad, incluso ante eventos
triviales. Asi, ratas que fueron aisladas de pequeiias, siendo adultas muestran una reduccion de
la activacion dopaminérgica en la corteza prefrontal media (Heidbreder y cols. 2000), déficit
de atencion, hiperactividad (Lovic y Fleming 2004), disminucién de aprendizaje social y
descuido maternal (Gonzalez y cols. 2001, Melo y cols. 2006).

Ademés, se sabe que la separacién maternal (SM) parcial, asi como las variaciones
naturales de la conducta maternal afectan el desarrollo de sistemas neuroquimicos como el eje
hipotdlamo-hipéfisis-adrenal que regula la respuesta al estrés (Meaney y cols. 1996 citado en
Pedersen 2004) y el “circuito maternal” que regula la conducta maternal (Fleming y Korsmit
1996). De manera similar, en nuestro estudio, es probable que la SM modifique el desarrollo
de sistemas neuroquimicos que participan en conductas sociales como la agresién. Por
ejemplo, en ratones se ha reportado que el aislamiento social después del destete afecta la
expresion de genes relacionados a la neurotransmision serotoninérgica en diversas areas del

cerebro como son corteza prefrontal, hipotdlamo y el cerebro medio (Bibancos y cols. 2007).
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Sin embargo, nuestros datos no son suficientes para respaldar tal aseveracion. Para esto, es
necesario en futuras investigaciones determinar si dreas neurales (por ejemplo, nicleo
paraventricular hipotalamico) que intervienen en la expresion de la agresion maternal son
afectados como resultado del aislamiento social.

En primates no humanos, se ha mostrado la existencia de una relacién entre el
establecimiento de relaciones sociales y las rutas de oxitocina (OT) y vasopresina en el
cerebro. Asi, adultos que fueron criados lejos de su madre, muestran deficiencias en el
establecimiento de vinculos sociales, asi como una disminucién en los niveles de OT y de
receptores a vasopresina (v1) en comparacion con los que crecieron en el nido maternal. De
manera similar, la crianza en condiciones adversas (exposicion contintia a factores estresantes)
favorece el incremento de conductas agresivas y en general de alteraciones en el desarrollo y
funcionamiento del sistema de 5-HT (Chiavegatto y Nelson 2003), cortisol y dopamina (DA)
(Pedersen 2004) en la etapa adulta.

Algunas alteraciones de las conductas asociadas con la crianza en aislamiento estan
relacionadas con una funcién serotoninérgica alterada en el hipocampo y la corteza prefrontal
en ratas (Preece y cols. 2004). En ratones machos, el aislamiento induce mayor agresion, asi
como una disminucion en el metabolismo de 5-HT en diversas éreas del cerebro (Valzelli y
Bernasconi 1979, Kempf y cols. 1984, Rilke y cols. 1998, 2001 citados en Chiavegatto y
Nelson 2003). Asi, la crianza en aislamiento produce disminucién significativa en la densidad
de receptores 5-HT 14y 24 en el cerebro anterior de ratas adultas (Preece y cols. 2004).
Ademas, otros estudios muestran que el aislamiento social después del destete afecta circuitos
que son especificos para la expresion de la agresion maternal. Asi, se ha mostrado que la
crianza en aislamiento disminuye la cantidad de receptores a 5-HT en el tallo cerebral de ratas
lo cual explica la disminucién de la actividad serotoninérgica durante encuentros agresivos

entre hembras nodrizas.

8.4 CONDUCTAS SOCIALES.
En nuestro estudio observamos como indice de conducta social, la frecuencia y duracién del
olfateo de la hembra residente hacia la cabeza y el cuerpo de la intrusa. Los registros nos

indicaron que la frecuencia y duracién de olfateo no difiere entre el grupo CA-Aislado y el
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CM-Control (tabla 4 y figura 14). Lo cual coincide con datos anteriores, dénde la separacion
maternal temprana y la exposicion a estimulos aversivos no alteran la frecuencia de olfateo
hacia un intruso durante una prueba de agresion (Padoin y cols. 2001). De manera inesperada
las hembras del grupo CA-Social olfatearon con mayor frecuencia, durante la prueba de
agresion maternal, que las hembras CA-Aisladas e incluso que las ratas CM-Control (figuras
14 Ay B).

Resultados similares han sido reportados en ratas hembras criadas en aislamiento y que
recibieron estimulos olfativos y sociales. Es decir, estas hembras mostraron un incremento en
la frecuencia y duracion de olfateo de cabeza y cuerpo durante una prueba de aprendizaje
social, que aquellas aisladas totalmente (Melo y cols. 2006). Contrario a nuestros resultados,
entre el grupo estimulado (CA-Social) y el grupo control (CM-Control) no se observaron
diferencias. Esta contradiccién bien podria deberse a que, en nuestro trabajo, las crias que
acompafiaron al grupo CA-Social en su periodo de aislamiento provinieron de diferentes
camadas y de ambos sexos. Recordemos que, las crias donadoras eran reemplazadas cada 12
hrs. por otras recién alimentadas, lo que permitié al grupo CA-Social tener una mayor
diversidad de interacciones que las crias control. Ademas, también tuvieron una estimulacién
olfativa mayor. Desafortunadamente nuestros datos no son suficientes para respaldar tal
supuesto y los reportes que existen en relacion al enriquecimiento social del ambiente han sido

realizados durante la etapa posterior al destete.

8.5 COMPARACION ENTRE AGRESION TERRITORIAL Y MATERNAL.

En las interacciones sociales, los participantes influyen de manera mutua en su conducta. De
esta forma, la respuesta de un animal ante el ataque de su oponente va a moldear la siguiente
conducta del atacante. Nuestros resultados muestran como usualmente la hembra residente
responde diferente ante la conducta del intruso en las dos pruebas de agresion realizadas. Asi,
las hembras residentes de ambos grupos necesitaron morder menos a la intrusa en la prueba de
agresion maternal (figuras 16 A y B) para someterla mas rapido que en la de agresion
territorial (figuras 15 A y B). Esto nos sugiere que, las hembras intrusas no persisten en
acercarse a las madres residentes después de la conducta de sumisién, por lo tanto las hembras

residentes no continian mordiendo. Por el contrario, en los encuentros agresivos entre
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hembras virgenes, la hembra intrusa parece no temerle a la residente, por ello necesita mas
mordidas para someterse.

Ahora bien, acerca de la influencia de la respuesta del intruso en la conducta del
residente del grupo CA-Aislado, nuestros datos no muestran un efecto claro. Las hembras de
este grupo parecen interpretar de manera diferente, a los grupos CA-Social y CM-Control, la
conducta de sumision de su oponente. Lo cual puede observarse en la figura 17-C, dénde la
frecuencia de mordidas hacia el intruso después de la primera sumisioén fue mayor durante la
prueba de agresion maternal que en la territorial, atin cuando la latencia para someter al intruso
no sea diferente entre las pruebas. Estos resultados apoyan lo encontrado anteriormente por
Lovic y Fleming (2004, quienes reportaron que ratas que fueron aisladas de la madre y de sus
compafieros de camada (CA-Aislado) durante el periodo postnatal tienen déficit de atenciéon
hacia los estimulos ambientales. Otra posible explicacién de esta falta de respuesta hacia la
conducta de un conespecifico es que el nivel de agresién de estas ratas es mayor que la de
aquellas que son criadas con su madre y sus hermanos. Es importante sefialar que los datos del
presente trabajo muestran que el nivel de agresion maternal de las ratas CA-Aisladas es mayor
que la de los animales CM-Control y de las CA-Sociales, pero no es posible concluir si este
efecto es positivo para la progenie o no.

De acuerdo con nuestros resultados, las hembras virgenes expresaron conductas
agresivas hacia un extrafio dentro de su territorio. Ademas, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (tabla 2). Ello discrepa con lo reportado en la literatura, ya que
se ha descrito que en ratones, las hembras no expresan agresién sin motivo aparente como
ocurre en los machos (Monaghan y Glickman 1993). Sélo llegan a mostrar agresién, incluso
mayor a la de los machos, en condicién lactante. En estado no gestante muestran de manera
usual menor agresion que siendo madres  Por un lado, se sabe que hembras no gestantes,
ovariectomizadas (Mayer y Rosenblatt 1993, Ferreira y cols. 2002) y sin exposicién a crios
(McDermott y Gandelman 1979), no suelen mostrar comportamientos agresivos ante la
presencia de un extrafio dentro de su territorio. Por otro, se ha reportado que algunas hembras
de la cepa Wistar muestran un tipo de agresion relacionado a la etapa no receptiva (metaestro

y diestro) de su ciclo estral, la cual es eliminada por la ovariectomia (Ho y cols. 2001).
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Por lo tanto, la discrepancia entre nuestros resultados y los reportes previos puede
deberse a que las hembras virgenes utilizadas en nuestro estudio carecian de un estado
hormonal homogéneo, como las hembras ovarectomizadas de las publicaciones mencionadas.
Por ello, la amplitud de la varianza de las conductas agresivas observadas pudo deberse a que
la etapa del ciclo estral de las hembras no fue controlada en ningun grupo (CA- Aislado, CA-
Social, CM-Control) ni sujeto (residente, intrusa). Asi, en todos nuestros grupos hubo la
misma probabilidad de que las ratas se encontraran en los distintos estadios hormonales.

En la prueba de agresion territorial, debido a que no se control6 el estado reproductivo
de los animales (residentes e intrusas) y teniendo en cuenta que las hembras en periodo no
receptivo son mas agresivas que las que se encuentran en otro estadio, es probable que este
aspecto haya afectado los resultados. En cambio, en la prueba de agresion maternal, donde
todas las hembras residentes eran lactantes y por lo tanto su condicién hormonal debi6 ser
similar, puede observarse como la variacién de los datos disminuy6 considerablemente en
todos los grupos (figura 16).

Resulta evidente que las diferencias de los resultados entre las pruebas de agresion se
deben al estado hormonal de las hembras. No debemos olvidar que, en la prueba de agresién
territorial desconocemos la fase del ciclo estral en el que se encontraban las ratas, en cambio
durante la prueba de agresion maternal todas las hembras residentes estaban lactando.
Entonces, el efecto que observamos en la primera prueba puede estar influido ademas del
aislamiento durante el periodo postnatal, por el estado hormonal de las hembras. En cuanto a
la segunda prueba, los resultados observados estan claramente influidos por el tipo de crianza
(maternal o en aislamiento). Por tanto, los tipos de agresion analizados fueron distintos.

Es necesario mencionar que la inconsistencia entre los resultados de la presente tesis y
los encontrados en otros trabajos podria deberse en parte a la multitud de modalidades de
separacion maternal (SM) que han sido utilizadas y a sus correspondientes diferencias
metodologicas. Asi pues, se ha demostrado que factores como la etapa de desarrollo en la que
se realiza la separacién, la duracién de esta y el periodo posterior en el que se analiza la

conducta pueden influir en el resultado de los estudios de SM (Lehmann y Feldon 2000,
Giovenardi y cols. 2005).
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Es importante recordar que a las crias CA no solo se les retiraron los estimulos de la
madre, a pesar de que se les dio formula lactea que sustituyera la leche materna y nos
aseguramos que el peso no fuera diferente estadisticamente de las criadas con su madre (CM),
tuvieron la desventaja de no tener acceso a la succion, como estimulacién fisica. En ratas
(Cramer CP 1988) y ovejas (Val-Laillet y cols. 2006) se ha mostrado que la succién como
estimulo oral tiene implicaciones no nutricionales. De manera particular en ovejas, la succion
tiene un fuerte impacto en el establecimiento de relaciones filiales. Asi, las ovejas que fueron
amamantadas por sus madres, cuando adultas mostraron preferencia por otras ovejas a
diferencia de aquellas que no tuvieron dicha experiencia (Val-Laillet y cols. 2006). Ademas,
en rata se ha documentado que la experiencia de succionar influye en cambios anatémicos del
cerebro (volumen del hipocampo) y en el incremento de peso (Cramer CP 1988).

En nuestro trabajo, de manera indirecta pudimos notar que las crias CA-Sociales
tendian a succionar partes del cuerpo de las crias donadoras. En cambio, las CA-Aisladas a
diferencia de las CA-Social no tuvieron un cuerpo diferente al suyo que succionar durante el
periodo postnatal. Estas observaciones nos dejan pensando que tal vez la estimulacion oral
este influyendo en las conductas sociales que mostré cada grupo. Sin embargo los datos no
pueden ser concluyentes, por ello se propone que en posteriores experimentos se exploré esta
posibilidad.

Finalmente, este es el primer estudio que se realiza para relacionar el aislamiento
social durante todo el periodo postnatal y su efecto en la etapa adulta en la conducta agresiva
de las hembras. Por lo que los resultados obtenidos sugieren continuar con exploraciones mas

especificas que incluyan mayor control de variables.
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9. CONCLUSION.

Los resultados del presente estudio apoyan la hipdtesis de que la separacion de la madre y de
los compafieros de camada durante el periodo postnatal (antes del destete) incrementa la
agresion en la rata hembra adulta. Nuestros datos indican que durante el periodo postnatal las
interacciones con la madre y con los hermanos tienen efectos diferentes sobre las conductas
sociales en la etapa adulta. De esta forma, el aislamiento total (CA-Aislado) aumentd la
agresién maternal (menor latencia para atacar y mayor numero de ataques y mordidas), en
cambio el acompaiiamiento de crios (CA-Social) de la misma edad revirtio parcialmente dicho
efecto. En el otro extremo, la sobre estimulacion social y olfativa (grupo CA-Social, se le
expuso continuamente a diferentes crios en el recipiente de aislamiento) parece aumentar el
contacto social (mayor frecuencia de olfateo de cabeza y cuerpo) en la etapa adulta,
comparados con crios que crecieron con su madre y hermanos.

Contrario a nuestras expectativas, las hembras virgenes mostraron mayor agresion
territorial que en estado lactante (agresién maternal), aunque en la primera prueba no se
observaron diferencias en el comportamiento entre grupos.

Otro punto importante es que la respuesta del sujeto observado esta influida tanto por
su historia como por la del sujeto con el que interactiia. Asi, durante la agresion maternal el
intruso mostré sumisiéon mas rapido y posteriormente hubo menor numero de enfrentamientos.
En cambio durante la agresion territorial, el intruso continuo intentado interactuar lo que se
reflejo en la frecuencia de conductas agonistas registradas.

Por tultimo, nuestros resultados muestran que la etapa antes del destete tambicn
representa un periodo critico para otras conductas sociales, como lo es la agresion maternal.

Representando la estimulacion de los hermanos y la madre puntos clave para el desarrollo de

las crias.

Grupos Agresion territorial | Agresion maternal | Conductas sociales
CA-Aislado NE 3 NE
CA-Social NE - +
CM-Control NE NE NE

+: aumento -: disminuy6 NE: No hubo efecto
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10. PERSPECTIVAS.

Para conocer a detalle la influencia del ciclo estral de las ratas residente e intruso en la
conducta agresiva, de acuerdo a los distintos tipos de crianza. Se sugiere realizar pruebas de
agresion tetritorial en la fase no receptiva, etapa en la que las hembras muestran agresion, de
ambos sujetos utilizando los mismos grupos de crianza.

De manera similar para futuros trabajos se recomienda identificar los circuitos
nerviosos que intervienen en la ejecucion de la agresion maternal y pudieran ser afectados de
manera estructural o funcional por la separacién maternal y social en la etapa previa al destete.
En particular, podria medirse la actividad serotoninérgica, ya que coémo sabemos el
aislamiento interviene en la ontogenia adecuada del sistema serotoninérgico, el cual es
relevante para la expresion de la conducta agresiva.

Con respecto al desarrollo de otras conductas sociales, de nuestro estudio surgen tres
inquietudes. Primera, la exploracion amplia del efecto del enriquecimiento social del ambiente
podria ayudarnos a entender el incremento de la interaccion social que observamos en el grupo
CA-Social. Segunda, esclarecer si las estimulaciones de la madre y de los hermanos influyen
de manera diferencial en las interacciones sociales posteriores, es decir, qué ocurre en crias
que crecen solas con la madre pero sin hermanos. Tercero, discernir el efecto de la privacion
fisica de succionar en distintos comportamientos sociales.

Ademas, resultaria interesante analizar de manera detallada si existe alguna relacion
entre el tipo de conducta agresiva del residente v la conducta de sumision que muestra el
intruso, como parece observarse en las graficas de respuesta del intruso del grupo CM-

Control.
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12. ANEXO

PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR 500 ml. DE FORMULA LACTEA PARA RATA.

En 12.5 ml de agua afiadir:
a) ZnSO4 53 mg (0.053g)
b) CuSO4 30 mg (0.030g)
¢) FeSO4 55 mg (0.055g)
d) KCI 500 mg (0.5g)
e) MgCl 500 mg (0,.5g)

Mantener agitada continuamente para acelerar la disolucion de los solutos. Después afiadir:

f) 1 bote de 500 ml leche evaporada (Carnation)
g) 112.5 ml de agua destilada

h) 17.5 g de proteina de soya 'y vitaminada (Isomil)
i) 32.5 ml de aceite de maiz

j) Methionine 500 mg (0.5 2)

k) Tryptophane 250 mg (0.25¢)

1) Tricalcium phosphate (tribasic) 2.15g

m) Deoxycholic acid 50 mg (0.05 g)

Continuar agitando entre cada adicién y después mezclar por 5 minutos en una licuadora de

uso doméstico. A continuacién vaciar en un frasco hermético previamente esterilizado y poner

en agua a temperatura entre 60-65°C durante una hora y 30 minutos, para asegurar la

pasteurizacion. Finalmente guardar en el refrigerador. Tomada de la Universidad de lowa;

Messer'y cols. 1969, modificada por Smart y cols. 1983.
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EFECTO DE LA EXPERIENCIA TEMPRANA SOBRE EL DESARROLLO DE LA

AGRESION EN LA RATA HEMBRA ADULTA
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En la mayoria de los animales que viven €n colonias, las conductas sociales

(afiliativas y agonistas) son esenciales para su sobrevivencia. 5e ha propuesto que,
ademas de los factores ambientales que inducen la expresion de esas conductas, 10s
ostimulos que provienen de la madre y los hermanos de camada después del parto

(periodo postnatal) afectan el desarrollo de las crias.
experiencia postnatal y las conductas agonistas (€-g: agresion) aun no es

clara.

del todo

Para tratar de esclarecer €sa relacion se utilizaron crias de ratas de la cepa Wistar de 3-
dentro de un sistema de crianza

18 dias de edad. Ellas fueron aisladas y mantenidas

artificial con dos crias de la misma edad (CA-Social) 0 sin ellas (CA-Aislado). Para el
Tupo control, las crias fueron criadas por su madre (Control). Cuando adultas, se les
realiz6 la prueba de agresion intruso-residente. Esta prueba consiste en introducir
una hembra adulta en Ja caja de la hembra residente (CA-Social, CA-Aislado ©
Control) en el lado opuesto al que S€ encuentran en ese momento. Se filmaron los
encuentros y se€ registro la latencia, duracion y frecuencias de las conductas de

agresion durante 10 minutos.

Los resultados de esta prueba indican que la frecuencia de postura de ataque,
mordidas, luchas, y postura de sumisién completa en el intruso fue mayor €n las
hembras CA-Aisladas, que €n las hembras Control (p<0.05). Ademas, la latencia para

1 otura de sumision on el intruso, fue menor en
las Control y las CA-Social (p<0.05). Las
esi6n similares a 108 desplegados por las

~iniciar el ataque e inducir fa primera po
las CA-Aisladas que la mostrada por
hembras CA-Social mostraron niveles de agr

hembras Control.

an la hipétesis de que los estimulos que provienen del cuidado

_ Estos datos apoy
da durante el periodo postnatal, influyen en el

maternal y de sus compaiieros de cama
desarrollo de la agresion.s
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