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Resumen

La alta prevalencia del TAS (trastorno de ansiedad social), la comprension incipiente de la
neurobiologia que participa en este fendmeno psicopatoldgico y la limitada disponibilidad de
modelos animales para su estudio ha promovido la experimentacion del paradigma de derrota
social como un modelo predictivo del TAS. Este proyecto tiene como objetivo realizar una
evaluacion comportamental de un modelo de aversion al contexto generada por derrota
social. El comportamiento de los agresores y agredidos fue caracterizado para estandarizar
las conductas y asi garantizar las derrotas sociales (estudio 1). Los sujetos experimentales
fueron expuestos a una y cinco derrotas consecutivas para observar el efecto de la intensidad
de las agresiones sobre respuestas defensivas en ratones (estudio 2). En el estudio 3 se analizé
el efecto de exposiciones repetidas de un estimulo social y no social sobre el comportamiento
de defensa. Los resultados indican que los animales agresores presentan comportamientos
agonistas diferentes a las descritas en la literatura; los animales expuestos a una interaccion
permanecen mas tiempo en el area protegida un dia después de ser agredidos. Los animales
que salen pocas veces a interactuar con el agresor mostrando repertorio de evitacion
(permanencia en area protegida) en la habitacion y la re exposicion al aparato; este resultado
implica la formulacion de hipotesis asociadas posibles perfiles de respuesta a la estimulacion
aversiva en ratones.

Palabras Clave: Derrota social, ratones, trastorno de ansiedad social, respuesta de defensa,
comportamientos agonistas.

Introduccién

El trastorno de ansiedad ha sido definido como un estado emocional calificado
subjetivamente desagradable, caracterizado por diferentes caracteristicas fisicas y
comportamentales (Nutt, 1990). Estas sensaciones tienen una relevancia adaptativa, pues
facilita que el organismo despliegue conductas que favorecen la supervivencia (Pratt, 1992;
Graeff, 1994; Graeff, 1999). Sin embargo, la permanencia de respuestas emocionales y
fisioldgicas relacionadas con la ansiedad puede afectar el desempefio de tareas habituales,
por lo que es una condicion desadaptativa (Pratt, 1992; Brandéo, 2001).

La alta prevalencia de trastornos de ansiedad y los sintomas incapacitantes han promovido
numerosos estudios para comprender su base neurofisioldgica y realizar el analisis preclinico
de farmacos potenciales para el tratamiento de estos trastornos, que también han permitido
la produccion de protocolos de clasificacion diagnostica, como el Manual Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales, DSM-IV-TR (APA, 2000). En este manual la
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ansiedad se clasifica en diferentes tipos de trastornos, incluyendo el trastorno de ansiedad
social (TAS) y el trastorno de estrés postraumatico (TEPT), entre otros.

De acuerdo con la perspectiva evolucionista postulada por Darwin, (1872) en su libro "La
expresion de las emociones en hombre y animales”, el hombre compartiria con sus
antepasados algunas caracteristicas relacionadas con las emociones (Blanchard, Blanchard,
& Rodgers, 1991). A finales del siglo pasado, una serie de estudios realizados por Blanchard
et al, (1991) mostraron evidencia experimental de que los estados de ansiedad en humanos
estdn relacionados con mecanismos de defensa de los animales cuando se enfrentan a
estimulos amenazantes o de peligro (Braga, Pordeus, Cavalcanti Da Silva., Pimenta, Diniz,
& Ndbrega de Almeida, 2010).

En la actualidad, los modelos animales utilizados para estudiar los diferentes tipos de
ansiedad son la pieza central de la investigacién preclinica en la neurobiologia de los
trastornos psiquiatricos y se emplean como herramientas de deteccién en la bisqueda de
nuevos agentes terapéuticos (Lister, 1990; Handley, 1991, Stephens y Andrews, 1991;
Rodgers y Cole , 1994; Treit, Engin & McEown, 1994; Griebel, 1995).

Desde una perspectiva comportamental se ha determinado que los animales son capaces de
presentar diversas reacciones de defensa en respuesta a amenazas del contexto, por ejemplo,
cuando hay exposicion a un depredador o un especifico. En mamiferos, como los ratones,
tales comportamientos comprenden clasicamente, congelamiento, escape, ataques defensivos
e incluso simulacion de muerte. Estas respuestas dependen tanto de la inminencia de la
amenaza (Ratner, 1967) como la posibilidad de fugas (Blanchard, Blanchard Rodgers &
Weiss, 1990).

En distintos modelos animales se ha intentado esclarecer el desarrollo del TAS (Raj y
Sheehan, 2001). Todos ellos se basan en la preferencia de un roedor para pasar tiempo con
un conspecifico en lugar de estar solo (Berton et al, 2006). En este sentido, el estrés social,
en forma de experiencia de la derrota, es un poderoso estimulo en la activacion de respuestas
de defensa. Por lo tanto, las pruebas comportamentales y farmacolégicas parecen indicar que
la ansiedad desempefia un papel crucial en la anticipacion de reacciones defensa (Rodgers &
Randall, 1986; Rodgers & Shepherd, 1989; Rodgers, 1995). La exposicién a derrotas sociales
parece tener un efecto ansiogénico en el comportamiento de ratones expuestos al laberinto
de cruz elevado (Rodgers y Cole, 1993). Aunque se ha logrado un progreso considerable en
la comprension de las bases bioldgicas de las respuestas de ansiedad, los enfoques
farmacoldgicos actualmente disponibles no son totalmente eficaces en el tratamiento de
diferentes trastornos de ansiedad (Baldwin, et al., 2005).

La evaluacidén de los mecanismos implicados en la aversion inducida por derrota social podria
ser empleado para evaluar la neurobiologia de los comportamientos defensivos relacionados
con trastorno de estrés social. Desde un punto de vista neurobioldgico, el sistema de TAS
parece estar estrechamente relacionado con la mediacién de los estados emocionales de
defensa: el sistema de defensa del cerebro o del tronco cerebral, que consiste en la amigdala,
el hipotdlamo medial y la sustancia gris periacueductal y el sistema de inhibicién de la



conducta, cuyo principal sustrato neuronal es el sistema septo- hipocampal (Hetem & Graeff,
2004). La evidencia empirica indica que estas estructuras podrian ser el punto de referencia
de los efectos ansioliticos de varias drogas (Mcnaughton y Corr, 2004).

En roedores, la exposicidn a un conespecifico agresor, resulta en la activacion de estructuras
distintas a la amigdala, donde se observa la participacion del ndcleo predptico medial, la
porcién ventrolateral del ndcleo ventromedial y el ncleo pre - mamilar ventral (Motta, Goto,
Gouveia, Baldo, Canteras & Swanson, 2009; Anderson et al, 2005). Con base en estos
hallazgos es posible sugerir que las respuestas defensivas vinculadas a amenazas
conespecificas permiten activar sustratos neuronales y de neurotransmisores diferentes de lo
que se propone en sistemas clasicos.

Teniendo en cuenta la alta prevalencia del trastorno de ansiedad social, la comprension
incipiente de la neurobiologia que participa en este fendmeno psicopatoldgico y la limitada
disponibilidad de modelos animales para su estudio, este proyecto tiene como objetivo
caracterizar el comportamiento de ratones expuestos a derrotas sociales en un contexto
determinado.

Metodologia

Este proyecto esta constituido por tres estudios principales. En el primer estudio se realiz6
una caracterizacion comportamental de ratones agresores y agredidos. Este estudio surgio a
partir de resultados previos obtenidos en el laboratorio, los cuales indicaron que en las
interacciones sociales los machos agresores no exhibian comportamientos de ataque a los
intrusos. Su repertorio comportamental estaba orientado a la exploracion del ambiente y
escape del instrumento. A partir de estos antecedes se opt6 por realizar un caracterizacion
comportamental de los machos agresores y asi obtener una jerarquia que permitiera
seleccionar y utilizar los ratones mas agresivos en los futuros experimentos, todo esto con el
fin de garantizar las derrotas e incremento de respuestas defensivas en los machos sumisos.
Para ese objetivo se utilizaron 15 ratones suizos machos adultos considerados como
agresores. La seleccion de los agresores se realizd segin los comportamientos de ataque
observados en la caja de confinamiento. El animal que exhibian comportamientos de morder
a los demés ratones era aislado por un mes, antes de participar como posible agresor en algin
experimento. Todos los animales fueron obtenidos del bioterio del laboratorio de farmacia
con un peso de 50-75g y se mantuvieron bajo un ciclo de luz/ oscuridad de 12 h (luces
encendidas a las 07:00 h) en un entorno de temperatura controlada (23 £ 1 o C), estaban
alojados de manera individual en una caja de confinamiento de (41 cm x 34 cm x 16 cm) con
restriccion reproductiva, tenian acceso libre a comida y bebida excepto durante los periodos
de ensayos experimentales. Se utilizaron 3 ratones considerados como conespecificos
sumisos, estos fueron alojados junto con los sujetos de su misma camada, 15 por caja hasta
el momento antes de ser utilizados para las interacciones sociales en una caja de
confinamiento de (41 cm x 34 cm x 16 cm). Todos los protocolos experimentales realizados
fueron aprobados por la comision de ética en el uso de animales CEUA de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas de la universidad UNESP del Campus de Araraqura.



El instrumento utilizado en los estudios estaba compuesto por una caja de acrilico
transparente compuesta de 3 compartimientos: una superficie (12 x 24 x 21 cm) compuesta
de tres paredes de acrilico, una malla de alambre en la cuarta pared y una tapa de
policarbonato de color negra, la superficie estan unidas a una caja mas pequefia, denominada
madriguera (7 x 7 x 12 cm) la cual tiene dos paredes y una tapa de color negro y una de las
paredes esa transparente; la superficie y la madriguera eran conectadas por medio de un tanel
de plastico transparente (4,4 cm de didmetro; figura 1), Una videocdmara fue ajustada de
manera frontal al aparato para registrar todas las sesiones. La camara estaba conectada a un
una grabadora DVD.
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Figura 1. Esquema con los principales compartimientos del
aparato utilizado para el modelo de aversion al contexto
generado por interaccion agresiva (modificado de Campos,
Amaral et al., 2013)

Las sesiones experimentales se llevaron a cabo en la fase de luz del ciclo luz/ oscuridad, bajo
la iluminacion de 40 lux. Antes de iniciar la sesion, los animales agresores fueron llevados a
una sala paralela al area experimental con el fin de generar la habituacion a las condiciones
ambientales del experimento (30 min) y los animales sumisos fueron llevados a otra sala
paralela con el fin de tener las mismas condiciones previas. En la fase experimental, cada
sujeto sumiso fue expuesto a interacciones sociales con 5 sujetos considerados como
agresores, todos los animales agresores pasaron por una interaccion, en la cual el animal
sumiso era introducido en la madriguera posteriormente se cerraba la tapa superior y se
esperaba que el sujeto fuera hasta la superficie, una vez el sujeto entraba a la superficie se
colocaba una compuerta en el tinel para confinar al animal en la superficie donde se llevaba
a cabo la interaccidn, luego se introducia el macho agresor directamente en la superficie,
permitiéndole libre interaccion con el conespecificos por 5 min o hasta que el animal
agredido presentaba laceraciones con sangrado, si el sujeto presentaba laceraciones se
realizaba el procedimiento eutanasia. Entre cada interaccion el aparato se limpiaba con
alcohol diluido al 20 % y se secaba con una toalla de papel, con el propésito de eliminar
residuos que pudieran interferir en el comportamiento de los animales. Ademas todas las



interacciones eran grabadas para posteriormente analizar los comportamientos. Por medio de
X-plorat 2005, software especializado de registro conductual, se tomaron medidas de
frecuencia y duracion de las conductas agresivas de olfatear, morder, montar, igualmente se
tomaron latencia desde que se introducia el sujeto agresor hasta el primer contacto y para los
sumisos la latencia de salida del tinel.

Estudios previos realizados en el laboratorio mostraron que 24 horas después los animales
permanecian mas tiempo en el area donde fueron atacados que en el area protegida. Ademas
el anterior estudio mostr6 que después de tercera interaccion agresiva los animales sumisos
tienden a aumentar la latencia de salida entre interacciones pero 24 horas después su latencia
de salida vuelve a disminuir. De esa forma, En el segundo estudio se evalu6 el efecto de una
y cinco interacciones agresivas sobre comportamientos defensivos en ratones y se determind
si en los animales agredidos aumenta la latencia de salida tras cada interaccion. Esta
propuesta surgi6 de la poca efectividad de una interaccion agresiva en generar respuestas de
aversion al contexto en la re- exposicion al aparato. Se utilizaron 76 ratones suizos machos
adultos con un peso de 25- 35g obtenidos del bioterio del laboratorio de farmacia y alojados
se forma semejante a como fue descrito en el estudiol. Igualmente se utilizaron 6 sujetos
agresores que habian sido aislados con anterioridad y utilizados en otros protocolos de derrota
social. Todos los protocolos experimentales realizados fueron aprobados por la comision de
ética en el uso de animales CEUA de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la universidad
UNESP del Campus de Araraquara.

Se utiliz6 un instrumento idéntico al descrito en el estudio anterior, excepto por una guillotina
colocada en la madriguera, el confinamiento del animal en la madriguera es una modificacion
que se realiz6 con base en la hip6tesis de que el animal posiblemente al ser colocado en la
madriguera escapaba de la mano del experimentador, este fendmeno posiblemente estaba
relacionado con latencias cortas de salida observadas en experimentos preliminares.

Las sesiones experimentales se llevaron a cabo en la fase de luz del ciclo luz/ oscuridad, bajo
la iluminacion de 40 lux. Antes de iniciar la sesion, los animales fueron experimentales
fueron llevados a una sala paralela al area experimental, donde se encontraban en condiciones
ambientales parecidas al del area experimental por 30 min; los animales agresores fueron
llevadas a otra sala paralela donde se mantuvieron las mismas condiciones, esto, hasta que
iban a las interacciones agresivas. En la fase de habituacion al aparato, los sujetos eran
Ilevados a una sala los sujetos fueron colocados en la madriguera, se cerrd la tapa superior y
posteriormente se permitio explorar la totalidad del instrumento (madriguera, tanel,
superficie) durante 10 min por tres dias, el instrumento fue limpiado antes de cada sujeto con
alcohol diluido al 20% y secado con una toalla de papel. En el dia de habituacion 3 se analizd
por medio del software Xplo- rat, la permanencia de los animales en el area protegida
(madriguera, tinel) o el area de interacciones (superficie) y la latencia de salida a la superficie
con el proposito de realizar una aleatorizacion de los sujetos que permanecian mayor tiempo
en el &rea protegida en los grupos.

En el dia 4 (fase de interacciones) el sujeto experimental fue colocado en la madriguera,
después de 10s se levantaba una guillotina para que el animal pudiese llegar hasta la



superficie. Una vez el animal llegara al compartimiento de interacciones se colocaba otra
guillotina para que el animal quedara confinado sin tener opcién de regresar a la madriguera.
Para el grupo control se introdujo un conspecifico no agresor que estaba en la misma caja de
confinamiento, durante 5 min directamente al area de interacciones y para el grupo
experimental se colocaba en el compartimento un raton agresor. El criterio de finalizacion de
sesion antes de los 5 minutos, del grupo experimental era que el sujeto exhibiera conducta de
sumision hacia el agresor (Posicion erguida donde el animal extiende la pastas anteriores en
direccion de un conspecifico Yap et al, 2006). 24 horas después en la fase de re-exposicion
todos animales del grupo expuesto a conespecificos agresor y no agresor, fueron colocados
en la madriguera, con acceso a todos los compartimientos, los cuales fueron explorados
durante 10 min todo el aparato.

En el estudio de cinco interacciones, durante la fase de habituacion al aparato, los animales
exploraron la totalidad del instrumento (madriguera, tunel, superficie) durante 10 min por
tres dias, al igual que en el procedimiento descrito anteriormente. En la fase de interacciones
el sujeto experimental fue colocado en la madriguera, después de 10s se levantaba una
guillotina para que el animal pudiese llegar hasta la superficie, luego se colocaba otra
guillotina para que el animal quedara confinado sin tener opcién de regresar a la madriguera,
posteriormente se introducia un macho agresor directamente en el area de interacciones y
se cerraba la tapa superior, los sujetos interactuaron libremente durante 5 min o antes si el
sujeto experimental presentaba conducta de sumision. Posteriormente el agresor era retirado
a la caja de transporte y el sumiso era colocado nuevamente en la madriguera por 30 segundos
(la decision de regresar el animal al &rea protegida se argumentd con el hecho de que el
animal asociara este compartimiento con un estimulo de proteccion), luego se extraia la
guillotina de la madriguera y animal se desplazaba a la superficie para interactuar
nuevamente, se colocaba de nuevo el agresor con el fin de tener interacciones agresivas hasta
que se cumpla uno de los criterios de finalizacién. Se repetia el mismo procedimiento durante
5 interacciones. El grupo control el procedimiento era igual que el del grupo experimental,
excepto que las interacciones se realizaban con un animal no agresor. El criterio de
finalizacion de experimento para los dos grupos era que los animales pasaran por las cinco
interacciones o una vez era retirada la guillotina de la madriguera los sujetos permanecieran
en el area protegida (madriguera y tunel) por maximo 5 minutos. Si los sujetos
experimentales presentaba heridas con sangrado, salia del experimento y se realizaba el
procedimiento de eutanasia. Entre cada interaccion el aparato se limpiaba con alcohol diluido
al 20 % con el proposito de eliminar residuos que pudieran interferir en el comportamiento
de los animales. Ademas todas las interacciones eran grabadas para posteriormente analizar
los comportamientos. Por medio de X-plorat 2005, software especializado de registro
conductual, se tomaron medidas de locomocion y defensivas (entradas, tiempo de
permanencia y latencia de salida) y etolégicas (Ilevantamiento, estiramiento y acicalamiento).
Finalmente se tomaron latencias de salidas del area protegida, en los sujetos que fueron
expuestos al protocolo de 5 interacciones.

Todos los datos fueron sometidos a una prueba de normalidad. Si los datos eran normales se
sometian a un analisis de varianza ANOVA de dos factores con medidas repetidas, con el



primer factor denominado tipo de interaccion (agresor — no agresor) y el segundo factor de
medidas repetidas test (habituacion — retest). Los analisis fueron realizados para cada uno de
los compartimientos del aparato (madriguera, tinel y superficie). Para el protocolo de cinco
interacciones, el factor 1 se considero el tipo de interaccién (control- experimental) y el
segundo factor de medidas repetidas las sesiones (1 a 7). En caso de aparecer diferencias
significativas en la interaccion entre factores o anormalidad en los datos, se aplico la prueba
post hoc Holm-Sidak. Los valores de P < 0.05 fueron considerados significativos.

La evidencia observada en el estudio anterior sugiere que en la re-exposicion los sujetos
expuestos a una interaccion permanecen mas tiempo en madriguera y los sujetos que son
expuestos a 5 interacciones realizan més entradas a la madriguera en la re-exposicion. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los sujetos que fueron expuestos
a 1 o a 5 interacciones agresivas. Respecto a las latencias se encontré una diferencia
significativa en la cuarta interaccion entre los animales expuestos a sujetos agresores y no
agresores. En los animales agredidos, parece existir dos perfiles de reactividad, unos ratones
poco reactivos es decir tras cada agresion seguian saliendo hasta la superficie (5 veces) y
muy reactivos salen una o dos veces. Dada la variabilidad de los resultados anteriores, se
propone un tercer estudio donde para poder comprender el comportamiento de evitacion de
los animales no agredidos, se incluiran dos grupos control de interaccion no social, unos
animales se expondran a un objeto y al otro grupo de animales no se les expondra ningdn
estimulo. Asi, el tercer estudio tuvo como objetivo determinar el efecto comportamental de
evitacion cuando los sujetos son expuestos a un estimulo novedoso que puede ser sociales
(conscpecifico agresor o no agresor)y no social( (objeto, nada).

Para este objetivo se utilizaron 58 ratones suizos machos adultos con un peso de 25- 35g,
alojados de forma semejante a como fue descrito en el estudiol. Se utiliz6 el mismo
instrumento descrito en el procedimiento anterior.

Las sesiones experimentales se llevaron a cabo en la fase de luz del ciclo luz/ oscuridad, en
el ciclo de luz, bajo la iluminacién de 40 lux. Antes de iniciar la sesion, los animales
experimentales fueron llevados a una sala paralela al area experimental, donde estuvieron en
condiciones ambientales similares a las de la sala experimental por 30 min, los sujetos
utilizados como agresores estuvieron en otra sala paralela donde permanecian con las mismas
condiciones ambientales que los sujetos experimentales, esto hasta que eran usados para en
las sesiones experimentales. En la fase de habituacion al aparato los sujetos fueron
introducidos en la madriguera y posteriormente se cerrd la tapa superior, exploraron la
totalidad del instrumento (madriguera, tanel, superficie) durante 10 min por tres dias, en el
tercer dia de habituacion se analizé por medio del software xplo-rat, la permanencia de los
animales en el &rea protegida (madriguera, tanel) o el &rea de interacciones (superficie) y la
latencia de salida a la superficie con el proposito de realizar una aleatorizacién de los sujetos
que permanecian mayor tiempo en el area protegida en los cuatro grupos( expuestos a
interacciones agresivas, no agresivas, juguete y nada). En la fase de interacciones (dia 4)
todos los sujetos eran colocados en la madriguera, después de 30 s se levantaba una guillotina
para que el animal se desplazara libremente hasta la superficie, una vez entraba a la superficie
se colocaba otra guillotina para que el animal quedara confinado sin tener opcidn de regresar



a la madriguera, para todos los grupos se introducia el estimulo al cual iban a ser expuestos(
agresor, no agresor, juguete y nada) y se dejaba interactuar con el mismo durante 30s, una
vez pasa el tiempo era retirado el estimulo y el sujeto experimental era colocado nuevamente
en la madriguera por 30 segundos, se extraia la guillotina y se repetia el mismo procedimiento
hasta que el animal cumpliera el criterio de finalizacion de experimento de 5 minutos sin salir
hasta la superficie. La justificacion de establecer el mismo tiempo de interacciones para todos
los grupos, se hizo con el fin de realizar comparaciones temporales objetivas, pues en el
experimento anterior, los animales del grupo control interactuaron en todos los ensayos por
5 minutos, y para los animales experimentales el ensayo terminaba a los 5 minutos o antes si
los animales exhibian conducta de sumision, entonces para determinar el tiempo de
interacciones, se realizd un promedio de latencia de postura de sumision de los
comportamientos analizados en estudios anteriores, dando como resultado 30 segundos. Si
los sujetos experimentales presentaba heridas con sangrado, salia del experimento y se
realizaba el procedimiento de eutanasia. Con el fin de controlar las sefiales olfativas de los
agresores, el grupo expuesto a nada, juguete y conespecificos se expusieron primero y por
ltimo se expuso el grupo expuesto a conespecificos agresor. En la fase de re-exposicién
todos los animales exploraron libremente el aparato durante 10 minutos sin presencia de
algun estimulo.

Al igual que en el estudio 2, los datos fueron sometidos a una prueba de normalidad. Si los
datos eran normales se sometian a un andlisis de varianza ANOVA de dos factores con
medidas repetidas, con el primer factor denominado tipo de Exploracion (agresor — no
agresor, juguete y nada) y el segundo factor de medidas repetidas test (habituacion — retest).
Los analisis fueron realizados para cada uno de los compartimientos del aparato (madriguera,
tanel y superficie). En caso de aparecer diferencias significativas en la interaccion entre
factores 0 anormalidad en los datos, se aplico la prueba post hoc Holm-Sidak. Los valores de
P < 0.05 fueron considerados significativos.

Resultados
Experimento 1

En la medida de latencia de contacto se obtuvo un promedio de 5,5 seg. No se evidencia una
diferencia importante de esta medida en todos los sujetos. El Gnico dato atipico es el del
sujeto 3 que muestra una latencia de contacto de 16 seg (Figura 2). De manera general, el
primer contacto no siempre es una conducta de morder o asediar. Los agresores también
presentan comportamientos exploratorios hacia el sumiso. Es probable que el espacio
reducido del compartimiento garantizara latencias de contacto cortas. Este dato es relevante
ya que en estudios que se estan adelantando en el laboratorio asociados a derrotas sociales,
una superficie mas amplia permite que los agresores exhiban mas conductas exploratorias en
comparacion a las de ataque.
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Figura 2. Latencias de contacto de los ratones agresores pertenecientes al estudio de
derrotas sociales.
Respecto a la frecuencia de las conductas de morder, olfatear y montar, los patrones se

distribuyen diferencialmente, que se evidencia un promedio de olfateo alto M: 9,3, en
comparacion con la conducta de montar M: 1,7 y morder M: 0,9 respectivamente (figura 3).
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Figura 3. Frecuencia de conductas agresivas de morder, olfatear y montar.

Las medidas de latencia de salida del tanel a la superficie fueron analizadas en los 3 sujetos
agredidos durante las interacciones agresivas y 24 horas después. En la figura 4 se puede
observar las latencias de salida de los tres sujetos sumisos donde el panel A muestra la
latencia de salida del sujeto que fue expuestos a los sujetos agresores del 1 al 5, en el panel
B la latencia de salida del sujeto expuesto a los sujetos 6 al 10 y en el panel C la latencia de
salida en cada una de las interacciones y en el re test del sujeto expuesto a los sujetos 11 al
15. Se puede observar que los tres animales fueron aumentando el tiempo en salir a la
superficie a partir de la interaccion con el tercer sujeto agresor. En la tercera interaccion el
sumiso B fue el Gnico que mostré una latencia elevada en el re-test.
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Figura 4. Latencia de salida de los sujetos agredidos en las 5 interacciones agresivas y el re-
test.

Experimento 2

La figura 5 representa las entradas (panel A) y la permanencia (panel B) en cada uno de los
compartimientos del aparato durante la fase de habitacion y re-exposicion en animales
expuestos a una agresion. EI ANOVA de dos factores mostrd que durante la re-exposicion
los animales permanecen significativamente mas tiempo en la madriguera [F (1,19): 6.23; P=
0.02] y menos tiempo en la superficie del aparato [F (1,19): 6.30; P= 0.02]. Sin embargo, no
se observaron diferencias en el tipo de interaccién con un agresor o sin agresor (P>0.05), ni
interaccion entre factores (P>0.05), Tampoco se observaron diferencias significativas en las
medidas obtenidas en el tanel. EI ANOVA no mostr6 diferencias significativas en el nimero
de entradas en cada uno de los compartimentos.
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Figura 5. Tiempo de permanencia y entradas en los tres compartimientos de la habituacion
y la re- exposicion de los animales expuestos a una interaccion agresiva y no agresiva.

La figura 6 ilustra el perfil comportamental de ratones expuestos a cinco interacciones con
un agresor. El perfil comportamental fue semejante al perfil exhibido por animales expuestos
a una interaccion. EI ANOVA de dos factores mostré que durante la re-exposicion los




animales realizan significativamente mas entradas en la madriguera [F (1,29): 5.30; P=0.02].
Sin embargo, no se observaron diferencias en el tipo de interaccion con un agresor o sin
agresor (P>0.05), ni interaccion entre factores (P>0.05), Tampoco se observaron diferencias
significativas en las medidas obtenidas en el tunel y superficie. EI ANOVA no mostro
diferencias significativas en el tiempo de permanencia en cada uno de los compartimentos.
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Figura 6. Tiempo de permanencia y entradas en los tres compartimientos de la habituacion y
la re- exposicion de los animales expuestos a cinco interacciones agresivas y no agresivas.

En la figura 7 se realizé un andlisis sobre las latencias de salida tras cada interaccion del
grupo control y experimental en el protocolo de 5 interacciones. EI ANOVA de dos factores
mostré una diferencia significativa en el factor sesién [F (6,6): 5.19; P= 0.03]. No mostro
una diferencia significativa en el factor interaccion (P>0.05) y tampoco se encontraron
diferencias significativas entre factores (P>0.05).Se aplicé la prueba post hoc Holm-Sidak,
donde se evidencio una diferencia significativa con relacién e a la cuarta interaccién entre
los sujetos expuestos a agresores y no agresores a [P=0,028].
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Figura 7: Latencias de salida del grupo control y experimental en la habitacion,
interacciones y re- exposicion del protocolo de 5 interacciones

Experimento 3

De manera general el ANOVA no mostr¢ diferencia significativa en las medidas realizadas.
No se observaron diferencias en el tipo de interaccién con un agresor, no agresor, juguete o
con nada (P>0.05), ni interaccion entre factores (P>0.05; Figura 8).
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Figura 8. Tiempo de permanencia de los animales en los compartimientos del aparato
en la habitacion y re-exposicion, expresado en la media de cada grupo para esta
medida.

La figura 9 muestra la latencia de salida del tunel en la fase de re-exposicion del grupo
control, de animales expuestos a un objeto, expuesto a un conspecifico no agresor y expuesto
a un conspecifico agresor. Se observd una diferencia significativa debido al tipo de
interaccion en la latencia de salida del tnel [P=0,02]. En comparacién con el grupo control,
los sujetos expuestos a no agresores tienen una mayor latencia de salida del area protegida
hacia la superficie. Igualmente se encontraron diferencias significativas entre el grupo
expuesto a conspecificos no agresores y los sujetos expuestos a agresores [P= 0,006].
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Figura 9. Latencia de salida del tanel a la superficie del grupo control,
expuesto a un objeto, expuesto a un conspecificos no agresor y expuesto
a un conspecificos agresor en la re-exposicion.

Discusion

En la naturaleza existen animales que interactdan socialmente en grupos grandes. Los ratones
exhiben un repertorio amplio de conductas de acuerdo a la jerarquia que ha sido establecido
en dichas interacciones. Los machos alfa agreden a sus conspecificos sumisos olfateando,
montando y mordiendo. El primer estudio tuvo como objetivo caracterizar el comportamiento
de ratones agredidos y agresores. Los resultados sugieren que los animales agresores no
exhiben conductas de agresion fisica, pero si emiten comportamientos de asediar; este Gltimo
tiene una incidencia emocional, pues los ratones que fueron olfateados y montados
(asediados) mostraron respuestas de evitacion asociadas al contexto donde interactuaron con
los agresores. Los resultados no coinciden con algunos estudios, ya que en sus descripciones
los animales agresores solo emiten comportamientos agonista en los cuales pueden causar
implicaciones vitales para sus conspecificos (Steimer, 2011; Lancaster y Pillay. 2010;
Martinez, Calvo-Torrent, y Pico-Alfonso. 1998).

En este orden de ideas, las conductas que exhiben los animales agresores varian en forma e
intensidad. Estudios preliminares mostraron que una interaccion agresiva no tuvo efectos
sobre comportamientos de defensa en los ratones. Con base en esto, el segundo experimento
tuvo como objetivo realizar comparar una interaccion y cinco interacciones agresivas sobre
el comportamiento relacionado aversion al contexto. Los datos mostraron un efecto de una
interaccion agresiva sobre respuestas de evitacion, pues en la re-exposicion a diferencia de
los agredidos 5 veces, permanecen mas tiempo en el area protegida. Esto indica que el
numero de agresiones no es una variable que altere el comportamiento de defensa de los



animales. Sin embargo se pudo observar este patrén comportamental en los animales que
interactuaron con un conspecifico no agresor. El anlisis de latencia de salida en los animales
que pasaron por las 5 interacciones mostrd que después de la tercera interaccion se aumentd
la latencia de salida. Los animales que interactuaron con un conspecifico demoraban més en
ir a interactuar en comparacion con los agredidos. Estos datos sugirieron que los animales
posiblemente estaban evitando un estimulo de tipo social.

Los datos indicaron ademas que no todos los animales agredidos salen a interactuar con el
agresor las 5 veces (criterio de finalizacion de sesién); se observaron animales que salian
hasta la segunda o tercera o interaccion. Este dato muestra que al parecer existen perfiles
asociados a reactividad emocional en ratones. Animales reactivos que salen pocas veces a
interactuar con el conspecifico agresor y animales con un perfil de baja reactividad,
expresado en mas de cinco salidas al area de interacciones agresivas.

Para el estudio 3, se observosi existen dos perfiles de reactividad en ratones suizos expuestos
a derrotas socialesLos datos mostraron que los animales que interactuaron con un
conspecifico no agresor presentaron respuestas de evitacion relacionada con latencia de
salida 24 horas después. Asimismo, el andlisis del nimero de salidas mostr6 que los animales
agredidos no evitan ir a interactuar con los agresores, pues salen mas que los animales
expuestos a estimulo social (no agresor) y estimulos no sociales (objeto, nada).

Una posible explicacién del fendmeno observado podria estar relacionada con los niveles de
corticosterona liberados por los animales expuestos a estimulos aversivos de alta intensidad
(agresiones consecutivas), que podrian afectar el aprendizaje de claves ambientales
relacionadas con la presencia del estimulo aversivo en la superficie (Ruetti, Mustaca y
Bentosela. 2008). Si bien este fendmeno aun es objeto de discusion y analisis por parte del
grupo de investigadores, se pudo observar que los animales que evitan el agresor el dia de las
interacciones, prefieren permanecer en el area protegida en las dos medidas temporales
(habituacion tres y re-exposicion).
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