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Prologo

n las décadas recientes, las neurociencias se han posicionado como

una disciplina emergente destacada dentro de las ciencias biologi-

cas. Hay un creciente nimero de estudiantes que se entusiasman
por el estudio del cerebro y del sistema nervioso (SNC), lo cual va acompa-
nado del desarrollo en herramientas de investigacion y analisis, tecnolo-
gias y tratamientos para algunas de las enfermedades que padecemos las
personas. Este creciente campo tiene impacto no solamente en el ambito
cientifico, ya que de acuerdo con la Dra. Huda Akil (Escuela de Medicina
de Michigan, EUA), las y los cientificos del drea de las neurociencias pue-
den contribuir con la sociedad mas alld de la academia y la industria, en
dreas como la politica social, la escritura cientifica, en interfaces huma-
no-mdaquina o el analisis de datos (big data), la educacién, fundaciones
no-comerciales, o cualquier otra drea donde sea relevante el conocimiento
acerca del cerebro (Stix, 2016).

Alas personas interesadas en este campo, nos entusiasma estudiar al
cerebro, sus conexiones centrales y sus conexiones periféricas con érga-
nos asociados porque, para algunos de nosotros, estudiar el cerebro es un
paso hacia el progreso en nuestro viaje humanoy hacia el conocimiento de
nuestro érgano mas sofisticado, el cerebro humano, que es la fuente de
nuestra imaginaciéon y al final, de nuestra civilizacién (Yaksi & Sandi,
2020). El cerebro es un érgano complejo y su funcionamiento no puede ser
explicado desde una sola perspectiva, por lo que su estudio requiere de en-
foques multidisciplinarios diversos. Algunas personas estudiamos al cere-
bro con el propésito de desarrollar terapias para trastornos cerebrales,
como los psicolégicos o las enfermedades neuroldgicas. Este es un objeti-
vo muy impactante, dado el aumento en los retos que las enfermedades
neurodegenerativas representan para la salud mental en nuestra socie-
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dad. Por otro lado, muchos de nosotros estudiamos el cerebro para com-
prender la vida que nos rodea, en su desarrollo y su evolucién, que estd
impulsada por los principios universales de procesos y circuitos que dan
base al comportamiento animal. También, nos interesa comprender los
procesos cerebrales, ya que este conocimiento puede permitirnos el desa-
rrollo tecnoldgico en ingenieria de hardware, algoritmos y sistemas de in-
teligencia artificial que pueden procesar conjuntos grandes de datos para
abordar preguntas y, que tal vez en el futuro, incluso podria evolucionar
para pensar como nosotros (Yaksi & Sandi, 2020).

Actualmente, la variedad de modelos experimentales para el estudio
de la estructura y funcién del sistema nervioso representa muchas venta-
jas para el investigador, quien debe seleccionar de manera cuidadosa y ri-
gurosa el paradigma mas apropiado para analizar y tratar de responder la
pregunta cientifica y los objetivos planteados (https://neuronline.sfn.org
/scientific-research/an-introduction-to-scientific-rigor). En otras pala-
bras, mas que dar prioridad a un método sobre otro, la investigadora debe-
ra conocer el nivel de analisis, el método, la disponibilidad de recursos, la
informacién que obtendrd del método y del enfoque empleado en su in-
vestigacion. Esto es util, no solamente en términos de tiempo y esfuerzo
personal invertidos en el analisis de un fenémeno, sino también en recur-
sos econdmicos y namero de sujetos de estudio, que pudieran ser limita-
dos por la disponibilidad de la especie animal usada o el financiamiento.

Al plantear un proyecto de investigacion nos preguntamos sila especie
que estudiaremos es la mis adecuada para el fenémeno que queremos es-
tudiar, si el método es adecuado y la informacién que nos proporcionara
es pertinente. Este conocimiento nos permitird disefiar una estrategia ex-
perimental y definir el nimero de animales o de ensayos, asi como de ma-
teriales, substancias y equipamiento necesarios para la realizaciéon de la
investigacion. Ademds, es importante destacar las ventajas del modelo ex-
perimental seleccionado para lograr los objetivos que nos proponemos.

Un aspecto muy interesante de los modelos experimentales usados en
las neurociencias es el amplio rango de especies animales donde se anali-
zan distintos procesos del SNC. En este rango se incluyen organismos
unicelulares, invertebrados y vertebrados de todas las diferentes Clases.
Las personas dedicadas a la investigacién en neurociencias emplean una
gran diversidad de especies, desde el C. elegans, la mosca de la fruta (Dro-
sophila melanogaster) y otros invertebrados, hasta especies de primates no
humanos, y humanos; incluyendo peces, anfibios, reptiles, aves y varias
especies de mamiferos (roedores como la rata y el ratdn, topillos, conejos,



cerdos, etc.). También, hay una gran variedad de modelos experimentales
invitro. Cada uno de estos modelos representa ventajas sobre los demas, y
todos tienen limitaciones que deben tenerse presentes al elegirlos modelo
de estudio.

La ventaja de las especies pequefias es que son de facil crecimiento y
manipulacién, y generalmente son empleadas para manipular genes y su
expresion, paravincular genes a ciertos comportamientos, para el analisis
de circuitos neuronales menos complejos, etc. Por otro lado, el uso de roe-
dores es altamente popular entre las y los cientificos ya que son una herra-
mienta donde se cuenta con mucho conocimiento previo y permite el
andlisis de la estructura/funcién y la manipulacién de procesos cerebrales
complejos. Todos estos modelos experimentales permiten estudiar dife-
rentes aspectos que no es posible analizar en los humanos. Sin embargo,
estudiamos procesos neuronales y conductas desde diferentes enfoques
(genético, anatémico, bioquimico, funcional, etc.), que en las diferentes
especies pueden estar conservados en la escala filogenética y nos dan pis-
tas acerca del funcionamiento del cerebro humano.

Un tema crucial en el empleo de modelos animales son las considera-
ciones éticas que debemos tener presentes al realizar la investigacién
cientifica en este campo (https://www.csic.es/sites/www.csic.es/files/cbp
c_csic2021.pdf; https://www.sfn.org/membership/professional-conduct/
sfn-ethics-policy). Al respecto, existen normas nacionales e internaciona-
les que regulan el uso de modelos animales y el trabajo cientifico realiza-
dos en sujetos humanos. La experimentacién en animales siempre debe
respetar principios generales como: la eleccion del modelo animal apro-
piadoyel minimo necesario de individuos a emplear; el evitar o minimizar
la incomodidad, el estrés y el dolor; el uso apropiado de la anestesia y la
analgesia; el proveer un cuidado post-operativo adecuado, y dar un sacrifi-
cio oportuno y sin sufrimiento; asi como el proporcionar condiciones de
vida adecuados en términos de alojamiento, alimentacién y cuidados vete-
rinarios (para consulta de varios documentos: https://www.sfn.org/advo-
cacy/policy-positions/policies-on-the-use-of-animals-and-humans-in-re
search). Igualmente, los procedimientos experimentales que se realizan
en personas deben ser conducidos de acuerdo con las politicas y principios
contenidos en politicas federales de proteccién a las personas y la Declara-
cién de Helsinki (https://www.who.int/bulletin/archives/79%284%29373.p
df). Generalmente, las instituciones cuentan con un Comité de Bioética
querevisay aprueba los protocolos experimentales propuestos y supervisa
el cumplimiento de las normas nacionales e internacionales de manejo de
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las especies empleadas en la experimentacién (NORMA Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999).

Unamencidn especial merece el analisis de las diferencias entre los se-
xos femeninoy masculino. En afios recientes, se ha dado més relevancia al
estudio de las diferencias entre sexos, ya que la mayoria de los estudios ex-
perimentales y pruebas pre-clinicas, tradicionalmente se han realizado en
individuos del sexo masculino. Ahora sabemos que el tipo de los sintomas
presentados en el curso de una enfermedad, asi como las respuestas a los
medicamentos, pueden verse afectados por el sexo de las personas. Se cree
que los mecanismos subyacentes de estas diferencias son multifactoriales
e incluyen factores estructurales y biolégicos, en particular la influencia
delas hormonas sexuales, asi como factores psicolégicos y socioculturales
como los factores de estrés social (Butlen-Ducuing et al., 2021).

Elconcepto emergente de la medicina de precisiéon ha destacado la im-
portancia de la inclusién de individuos de sexo femenino en la investiga-
cién en neurociencias. Varias de las enfermedades neurodegenerativas se
presentan con mayor incidencia en el sexo femenino. Por ejemplo, las mu-
jeres son mas afectadas que los hombres por ciertas enfermedades como
la enfermedad de Alzheimer, la depresién, la migrafia y los ataques de pa-
nico, entre otras; mientras que los hombres son mas afectados que las mu-
jeres por la enfermedad de Parkinson, el déficit de atencién e
hiperactividad, o el autismo. Ademas, a excepcién dela adiccién a drogasy
el consumo de alcohol, varios desérdenes de tipo emocional como la con-
ducta obsesiva/compulsiva, el estrés post-traumadtico, la ansiedad, entre
otros, se presentan con mayor frecuencia en mujeres (Rincon-Cortés et
al,, 2019). Elenfoque de la medicina de precisién para el tratamiento de en-
fermedadesy su prevencién va mas alla del sexo del individuo, ya que tam-
bién toma en cuenta la variabilidad individual en genes, medio ambiente y
estilo/historia de vida de las personas.

Retomando la idea de que las personas dedicadas a las neurociencias
pueden contribuir en varias areas profesionales, mas alld de la academiay
delaindustria, este libro destacala importancia del conocimiento de dife-
rentes enfoques experimentales para el estudio del SNC. En este sentido,
representa una fuente de informacién amplia sobre diferentes modelos
animales para estudiar distintas conductas y desérdenes neurodegenera-
tivos que son importantes para los humanos y para otras especies anima-
les. Con su lectura nos hemos percatado de la importancia de la conducta
social, de procesos cognitivos como la recompensa, la memoriay el apren-
dizaje. Asi como de desdrdenes importantes como el estrés, la ansiedad, la



conducta compulsiva, las adicciones, la discapacidad motora y social, la
epilepsia, etc., y de la influencia que distintos procesos como el desarrollo,
la ritmicidad circadiana, el metabolismo, y el envejecimiento, entre otros,
imponen en el funcionamiento del SNC.

Mi reconocimiento a las y los autores de los diferentes capitulos y so-
bre todo a los editores de la presente obra. El libro sera muy atil para las
personas que incursionan por primera vez en la investigacién cientifica
en este campo, asi como para las que buscan ampliar la perspectiva y enfo-
que experimental de un fenémeno que ya se encuentren estudiando. Cier-
tamente este libro no es exhaustivo en términos de la enorme variedad de
modelos experimentales que utilizan las personas de este interesante y
creciente campo. Sin embargo, tiene un gran mérito al reunir informa-
cién accesible acerca de una gran variedad de diferentes enfoques experi-
mentales para el andlisis de la funcién del SNC, en condiciones de su
funcionamiento basal y en patologias de interés general.

Teresa Morales

Instituto de Neurobiologia, UNAM
Juriquilla, Qro. Julio de 2021
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Los hermanos y su influencia
en el desarrollo en
mamiferos: el conejo como
modelo

Amando Bautista
Yesenia Fernandez

Introduccion

os hermanos son un componente conspicuo del ambiente en el que
Lnacen y crecen los mamiferos. En muchos casos los hermanos estan

presentes en la vida de los individuos, incluso desde que inicia su de-
sarrollo prenatal, como ocurre en los mamiferos de patrdon politoco, aque-
llos que gestan y paren mas de una cria. En otros casos los individuos
comparten el nicho familiar con hermanos de diferente edad, como ocurre
en la mayoria de los humanos y otros mamiferos de patrén monotoco, es-
pecies que tipicamente gestan y paren una sola cria. La casi omnipresente
presencia de los hermanos durante la vida temprana de los individuos
(desdela fecundacién hastala madurez sexual) influye de multiples mane-
ras en el desarrollo individual, con efectos a corto y/o largo plazo sobre ras-
gos anatdmicos, fisiolégicos y conductuales que son relevantes para la
supervivenciay reproduccién individual (Hudson y Trillmich 2008, Sullo-
way 2010, Trillmich y Hudson 2011).

En este capitulo revisaremos, en varias especies de mamiferos, algu-
nos ejemplos donde la presencia de los hermanos influye en el desarrollo
individual a lo largo de las diferentes etapas de la ontogenia, haremos én-
fasis en el modelo del conejo europeo doméstico y silvestre (Oryctolagus cu-
niculus), una de las especies de mamiferos mejor estudiada, si no es que la
mas estudiada, tanto en condiciones de laboratorio como de vida silvestre.
La peculiar conducta maternal del conejo ha permitido el desarrollo de
una linea de investigacién fundada por la Dra. Robyn Hudson en el Labo-
ratorio de Psicobiologia del Desarrollo, CTBC, UATX, que a lo largo de 20
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afios ha posibilitado el estudio de las interacciones pre y postnatales entre
hermanos y sus consecuencias, a corto y largo plazo, sobre el desarrollo
conductual y fisiolégico individual, a un nivel practicamente imposible de
conseguir en otras especies de mamiferos en las que las madres
despliegan una intensa conducta maternal.

El conejo y su peculiar conducta maternal

El conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) es un mamifero del orden de los
lagomorfos que habita desde la peninsula ibérica, donde se le encuentra
con mayor frecuencia, hacia el norte del continente europeo, Gran Breta-
nay hacia el este hasta Ucrania (Delibes-Mateos y cols. 2018). Vive en gru-
pos pequefios conformados por uno a tres machos y de una a cinco
hembras (Bell 1985), estos grupos estan asociados a un sistema de madri-
gueras que les brindan una eficiente proteccién contra sus mdaltiples de-
predadores. Al ser un animal gregario y nocturno utiliza la transmisién
quimica como principal medio de comunicacién interespecifica (Bell
1980, Mykytowycz 1962, Mykytowycz y cols. 1976). Su reproduccién esta-
cional esta asociada a un incremento de las horas de luz en el hemisferio
norte.

Las hembras copulan con varios machos y su gestacion dura alrededor
de31dias. Uno o dos dias antes del parto, la coneja excava una madriguera
paralacrianza de sucamada, esta madriguera es construida aparte del sis-
tema de madrigueras del grupo. Una vez excavada la madriguera, la cone-
ja colecta hierba seca de los alrededores que utilizard para construir un
nido, junto con el pelo que ella misma se desprende de su pecho y flancos
(Deutsch, 1957). Después de que la coneja a parido a la tiltima cria, aproxi-
madamente después de 10 minutos de iniciado el parto (datos de laborato-
rio; Hudson y cols. 1999), la coneja sale de la madriguera, tapala entraday
no regresa a ella hasta 24 hrs después, aproximadamente. En la madrigue-
ra permanece por un breve periodo de 3-4 minutos para amantar alas crias
de su camada (Broekhuizen y cols. 1986, Hudson y cols. 1996, Lincoln 1974,
Rédel y cols. 2012, Zarrow y cols. 1965). Si la hembra quedé gestante en el
estro postparto, este robusto patrén conductual se mantendra durante los
25 dias postnatales o se extendera hasta, aproximadamente, el dia 31 sila
hembra no esta prefiada. Tal ausencia natural de la madre coloca a sus ga-
zapos en una circunstancia de desarrollo peculiar entre las crias de mami-
feros, pues implica que el ambiente social postnatal temprano esta
conformado principalmente por los hermanos de camada (Hudson y cols.
2011). Ademas, dado que este limitado cuidado maternal se ha mantenido
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en condiciones de domesticacion, esto nos permite observar, manipular e
investigar en el laboratorio las interacciones entre los hermanos de cama-
da sin alterar el sistema natural madre-cria (Bautista y cols. 2003, 2005,
2007, 2013, 20153, 2015b, 2017, Garcia-Torres y cols. 2015, Hudson y cols.
2011, Reyes-Mezay cols. 2011, Rddel y cols. 2008, 2017, Zepeday cols. 2019).

Caracteristicas del conejo neonato

Los mamiferos altriciales serian aquellos que nacen con un estado mayor
de inmadurez y por ende requieren, por parte de los padres, una amplia
asistencia temporal y de recursos para su supervivencia individual. Por su
parte los mamiferos precociales serian aquellos que nacen mds desarrolla-
dos y con una relativa independencia parental (Freeman y Herron 2007).
Dentro de este continuo altricialidad—precocialidad las crias del conejo
nacen siendo menos altriciales que, por ejemplo, las crias de varios roedo-
res como el ratén (Mus musculus) y la rata (Rattus norvergicus). Las capacida-
des motoras y por lo tanto de desplazamiento de los conejos recién
nacidos son superiores alas de las crias dela rata y del ratén; justo después
de haber sido expulsadas del vientre materno las crias del conejo son capa-
ces de desplazarse por si mismas, dirigirse hacia el vientre materno y suc-
cionar la leche de los pezones de su madre. En contraste, las crias recién
nacidas del ratén y de la rata son incapaces de desplazarse por si mismas
paralocalizarlos pezones de la madre y succionarlaleche, para ello necesi-
tan la asistencia de ella. Las crias del conejo en cambio serian relativamen-
te mas altriciales, por ejemplo, que las crias del cerdo, si los comparamos
en términos de sus habilidades motoras.

Una caracteristica comin que comparten las crias del conejo con las
otras tres especies (ratén, rata y cerdo) es su incapacidad individual ter-
morregulatoria y por lo tanto su vulnerabilidad ante la rapida pérdida de
calor corporal justo después del nacimiento (Geiser 2008). Las crias del co-
nejo doméstico nacen con esta propensién a la rapida pérdida del calor
corporal debido a ciertas caracteristicas intrinsecas de su naturaleza altri-
cial. Nacen sin pelo, por lo tanto, carecen de un abrigo que les provea aisla-
miento térmico del medio, nacen con una relativamente mayor relacién
area de superficie corporal/volumen, una reducida actividad constrictora
y dilatadora de los vasos sanguineos, todas estas caracteristicas
promueven la rdpida perdida de calor corporal.

Tales caracteristicas asociadas a su estado altricial, colocan a las crias
del conejo recién nacido en una situacién de vulnerabilidad antes factores
ambientales tales como el frio, sin embargo, como veremos mas adelante,
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la presencia postnatal de los hermanos permite mitigar en cierta medida
esos efectos negativos del ambiente. Pero vayamos mas atras del naci-
miento y del desarrollo postnatal para explorar, en la siguiente seccidn,
cémo la presencia de los hermanos afecta caracteristicas fisioldgicas,
morfolégicas y conductuales de los mamiferos, incluso durante el
desarrollo prenatal.

Presencia prenatal de los hermanos

Es enla década de los 70s, que el cientifico vom Saal publicé sus primeros
hallazgos sobre el fenémeno prenatal en roedores, refiriéndose con este
término a la influencia del sexo de los hermanos adyacentes en la diferen-
ciacién sexual durante el desarrollo intrauterino. Desde entonces la inves-
tigacion en este campo ha crecido ampliamente. El fendmeno prenatal se
debe a la testosterona que, producida por los fetos masculinos en el tercer
tercio de la gestacidn, puede atravesar el saco amnidtico y difundirse por
el cuerno uterino (vom Saal 1989). Esto ocurre en una fase especifica del
desarrollo denominada periodo critico, generandose asi cambios perma-
nentes en la citoestructura cerebral de los fetos adyacentes y en los mis-
mos machos que la producen (Ryan y Vandenbergh 2002).

En varias especies de mamiferos politocos, se ha descrito que diferen-
cias individuales en su morfologia, fisiologia y conducta, se correlacionan
con el nimero de fetos masculinos entre los que se desarrollaron prenatal-
mente. Tipicamente la literatura del tema refiere a un individuo 2M como
aquel macho o hembra que como feto se desarrollé entre dos machos,
(1M=entre un macho y una hembra o en un extremo del cuerno uterino ad-
yacente a un macho y oM= entre dos hembras o en un extremo del cuerno
uterino adyacente a una hembra) (Banszegiy cols. 2009, 2010, Ryan y Van-
denbergh 2002, vom Saal 1989). Por ejemplo, las hembras de conejo do-
méstico 2M muestran distancia anogenital de mayor tamafio al
nacimiento y este rasgo persiste hasta la etapa adulta. Ademais, tienen ma-
yor despliegue de una conducta estereotipada, la conducta de marcaje por
frotamiento de mentén (Ferndndez 2020), que consiste en el depdsito de
secreciones de la glindula submandibular sobre objetos que encuentran
en el ambiente, frotando repetidamente su barbilla sobre ellos (Banszegiy
cols. 2009). Asi mismo, las marcas de las conejas 2M resultan menos
atractivas para los machos y producen camadas mas ligeras, en
comparacion con aquellas hembras 1M o oM (Banszegi y cols. 2010).
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Figura 1. Conejo adulto desplegando la conducta de marcaje por frotamiento del
mentén sobre una caja de cristal con textura rugosa (fotografia de Yesenia Fer-
nandez).

En condiciones devida silvestre de los conejos es dificil evaluar el efec-
to de la posicidn intrauterina sobre el desarrollo individual y sus conse-
cuencias a largo plazo. Una manera de aproximarse a esta pregunta es
investigando la influencia de la razén de sexos intracamada (nimero de
machos/tamafio de camada) sobre algunos rasgos reproductivos en los in-
dividuos. Una aproximacién asi fue desarrollada por el grupo del Dr.
Rodel en un encierro en donde alojaba, bajo condiciones seminaturales, a
una colonia del conejo europeo silvestre. Ellos encontraron, alindagar sila
razoén de sexo sesgada, hacia uno u otro lado, afectaba algin rasgo repro-
ductivo en las hembras que, bajo condiciones de alta densidad poblacional
de hembras, las hembras masculinizadas, que nacieron de camadas en las
que hubo un nimero relativamente alto de machos, adelantaron su repro-
duccién con respecto a las hembras que habian sido gestadas en camadas
cuya razon de sexos estuvo sesgada a hembras. Los autores sugieren que,
bajo condiciones de alta densidad de hembras, el adelantado inicio de la
reproduccién en las hembras masculinizadas les provee de ventajas adap-
tativas (Monclus y cols. 2014).

Los antecedentes abordados en esta seccién son un claro ejemplo de
como factores del ambiente durante el desarrollo, en este caso la presencia
de los hermanos machos, afecta a largo plazo los rasgos morfoldgicos, fi-
siolégicos y conductuales de las hembras, con consecuencias contunden-
tes sobre un rasgo de la eficiencia biolégica, la reproduccién.

El peso al nacimiento y el tamafio de camada
En mamiferos el peso al nacimiento esta determinado en parte por la ge-
nética (Distl 2007, Mappes y Koskela 2004) pero también estd modulado
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por factores ambientales que afectan o afectaron algunas condiciones ma-
ternas, por ejemplo, su alimentacién, condicién fisica o madurez (Oksa-
nen y cols. 2007). Por lo tanto, a través de los atributos maternos y sus
efectos, las hembras pueden modificar el fenotipo de su descendencia
(Mousseau y Fox 1998, Sheldon 2002).

Otro factor ambiental, asociado a la presencia de los hermanos y que
afecta el peso al nacimiento, es el nimero de individuos gestados por la
madre. De manera consistente, se ha observado una marcada relacién ne-
gativa entre el tamano de la camada gestada y la masa corporal individual,
asi como en la masa promedio de la camada al nacimiento (revisado en
Hudson y cols. 2011).

Diversos estudios han descrito ampliamente en mamiferos, incluyen-
doal serhumano, las diferencias en el crecimiento, desarrollo y la supervi-
vencia de los individuos como efecto de las diferencias tempranas del peso
al nacimiento entre compaifieros de camada (Bautistay cols. 2015b, Rodel y
cols. 2008, 2015), asi como los efectos alargo plazo en rasgos asociados a la
reproduccién y salud (Festa-Bianchet y cols. 2000, Katanoda y cols. 2017,
Oksanen y cols. 2007, Solberg y cols. 2004). Un estudio particular sobre la
salud de los humanos, es sobre la asociacién lineal inversa entre la masa
corporal al nacimientoy el desarrollo de diabetes mellitus (DM) (Katanoda
y cols. 2017). Imaginemos a dos mujeres que nacen al mismo tiempo, una
de ellas con normo peso al nacer y la otra con bajo peso. Ambasllegan ala
edad adulta y su indice de masa corporal (IMC) se encuentra dentro del
rango normal. Sin embargo, la mujer que mostrd bajo peso al nacer tiene
mayor riesgo de padecer DM.

En el caso particular del conejo doméstico, el peso al nacimiento influ-
ye significativamente en el desarrollo postnatal temprano. Las crias con
mayor peso al nacimiento tienen mayor éxito en la competencia por recur-
sos limitados, como lo describiremos con mayor detalle cuando analice-
mos la competencia por la leche materna, o por ubicarse en sitios
térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento que se forman entre
los hermanos (Rodel y cols. 2008; Bautista y cols. 2015b). Otro factor que
interactda con el tamafio de la camada gestada y el peso al nacimiento, es
el sitio dentro del cuerno uterino en el que se desarrollé el feto. En un expe-
rimento en donde cancelamos, mediante ovariectomia unilateral, la fun-
cién de uno de los dos curenos uterinos que tienen las conejas y asi, en
funcién del orden de nacimiento de las crias, deducir el sitio en el que se
desarrollaron, encontramos que las mas pesadas al nacimiento fueron
aquellas cuyo desarrollo fetal ocurrid cerca del cérvix o cerca del ovario,
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mientras que las crias masligeras fueron aquellas cuyo desarrollo prenatal
ocurrid en la parte media del cuerno uterino. El efecto del sitio de desarro-
llo intrauterino no solo se observé sobre el peso al nacimiento, también es-
tuvo asociado al peso en el destete y persisti6 hasta el dia postnatal 47
(Bautista y cols. 2015a).

Presencia postnatal de los hermanos

Postnatalmente, las interacciones intracamada son un componente im-
portante en el entorno temprano de los mamiferos altriciales que en el
caso del conejo doméstico pueden agruparse de acuerdo a dos contextos
funcionales: 1) las interacciones que ocurren en el contexto de la succién
de la leche materna y 2) las interacciones que ocurren dentro del agrupa-
miento formado por las crias para termorregular dentro del nido (revisa-
do en Gonzalez-Mariscal y cols. 2015).

La succién de la leche materna estd obviamente relacionada con la ne-
cesidad de las crias de obtener suficiente leche para sobrevivir al largo pe-
riodo de la ausencia materna. Sin embargo, la leche materna tipicamente
es un recurso limitado para las crias que conforman una camada. A pesar
de que es comun que las conejas tengan un nimero mayor nimero de pe-
zones que de crias, la competencia entre ellas por laleche materna es a me-
nudo severa. En los dias que dura el amamantamiento un alto porcentaje
de las crias fracasan al menos una vez en obtener leche, la mortalidad in-
tracamada, en buena medida explicada por la competencia por la leche,
puede alcanzar hasta el 20% (Drummond y cols. 2000). Dado el corto tiem-
po (3-4 min) que las crias del conejo tienen para obtener la leche durante la
tnica visita diaria de la madre al nido para amantarlas, las crias deben ob-
tener la suficiente cantidad para su crecimiento y superviviencia hasta la
siguiente visita de la madre. En un estudio en donde observamos la con-
ducta de las crias en el momento de la succién, encontramos que las crias
compiten por los pezones de la madre no mediante agresién directa sino
mediante competencia por acaparamiento, siendo la masa corporal el me-
jor predictor de éxito en esta contienda. Asi, las crias mds pesadas dela ca-
mada, en comparacion con sus hermanas mas ligeras, llegan mas rapido a
los pezones, pasan mas tiempo succionando de ellos y, consecuentemen-
te, ingieren una mayor cantidad de leche (Bautista y cols. 2005).

Entre los episodios de succién las crias compiten por sitios térmica-
mente ventajosos dentro del agrupamiento que forman para termorregu-
lar conductualmente. Para acceder a posiciones que les provean mejor
aislamiento, las crias se desplazan escalando sobre sus hermanos o empu-
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jando su cuerpo para zambullirse entre ellos (Bautista y cols. 2008). Estas
dos conductas implican la inversién de una considerable cantidad de
energia siendo las crias mas ligeras al nacimiento las que despliegan con
mayor frecuencia estas conductas proactivas (Rodel y cols. 2008). Asi
como ocurre durante la competencia por la leche materna, también en
este caso las crias con elevada masa corporal son las que tienen mayor éxi-
to para acceder a las posiciones térmicamente ventajosas y consecuente-
mente las que tienen mayor temperatura corporal, invierten menos
energia en la produccién de una proteina esencial para la termogénesis fi-
siolégica (UCP1; Bautista y cols. 2013) y la leche que ingieren la convierten
mas eficientemente a biomasa (Bautista y cols. 2008). Adicionalmente, el
efecto del sitio ocupado por las crias, medido por el nimero de hermanos
en contacto (mas hermanos en contacto = mayor aislamiento = posicién
térmica mas favorable dentro del agrupamiento) puede observarse en el
peso al destete, no Gnicamente a nivel intracamada sino también a nivel
poblacional (Zepeda y cols. 2019).

La presencia postnatal de los hermanos en mamiferos altriciales no
solo implica competencia por los recursos maternos limitados como la le-
che materna y/o los sitios térmicamente ventajosos dentro del agrupa-
miento de las crias en el nido, los individuos también se benefician de esta
compleja interaccién intrafamiliar. En el caso de las crias neonatas de ma-
miferos altriciales la presencia de los compafieros implica un beneficio
mutuo en términos de aislamiento. En un experimento de nuestro labora-
torio, mantuvimos dentro de cajas nido a crias del conejo bajo tres condi-
ciones de desarrollo: una cria sola, dos crias y el resto de la camada,
encontramos que, en los primeros cinco dias postnatales, las crias que cre-
cieron solas convirtieron menos eficientemente laleche a biomasa y tuvie-
ron temperaturas corporales promedio mas bajas que sus hermanas que
habian crecido en compaiiia de varios hermanos. Incluso aquellas que ha-
bian crecido con un solo hermano mostraron ventajas en crecimiento y
temperatura corporal (Bautista y cols. 2003). Por lo tanto, la presencia de
los hermanos aparentemente reduce el costo energético de la termorregu-
lacién fisioldgica permitiendo dirigir ese ahorro energético al crecimien-
to. Los beneficios termorregulatorios de la presencia de los hermanos de
camada hallados en este estudio bien podrian generalizarse a otros mami-
feros altriciales de patrén politoco como el ratén o la rata, con capacidades
termorregultorias similares a las del conejo doméstico neonato (Bautistay
cols. 2003).

Postnatalmente, las crias neonatas del conejo doméstico crecen en un
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Figura 2. Panel inferior: agrupamiento caracteristico de las crias del conejo domés-
tico alos 2 dias posnatales. En el centro del agrupamiento una cria marcada con el
ndimero 1 estd rodeada por 3 hermanos con quienes mantiene contacto directo y
quienes le proveen de un mayor aislamiento térmico en comparacién con la cria
ndmero 2, ubicada en la periferia, y que sélo mantiene contacto directo con 1 her-
mano. La consecuencia de ocupar, de manera consistente, diferentes posiciones
dentro del agrupamiento afecta la capacidad de las crias para mantener su calor
corporal, esto se evidencia mediante una termografia infrarroja (panel superior)
en donde se muestra con un marcador el punto més alto de la temperatura corpo-
ral en las crias que se encuentran en el centro y en la periferia del agrupamiento;
en ambos casos este marcador coincide con el drea donde se ubica el tejido adipo-
so pardo intraescapular, la principal fuente termogénica de las crias neonatas (fo-
tografias de Alfredo Zepeda).
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ambiente rico de estimulos provistos por los compafieros de camada. Esta
estimulacién contribuye positivamente al desarrollo de los individuos. En
otro experimento de nuestro laboratorio, metodolégicamente similar al
descrito en el parrafo anterior, encontramos que las crias de conejo que
crecieron aisladas de sus hermanos, pero bajo condiciones de temperatu-
ras ambientales dptimas, también mostraron bajas tasas de crecimiento,
un pobre desarrollo locomotor y fueron menos exitosas al competir por
aguay alimento cuando fueron juveniles. Esto resalta la importancia de la
presencia delos hermanos en términos de una rica fuente de estimulacién
somatosensorial que impacta positivamente el desarrollo individual (Ni-
colas y cols. 2011, Mucifo y cols. 2009).

En condiciones naturales los beneficios termorregulatorios de la pre-
sencia de los hermanos depende del tamano de la camaday de la tempera-
tura del suelo. Otro de los estudios realizado por el grupo del Dr. Rédel
analizo si el tamafo de la camada y la temperatura del suelo a 50 cm de
profundidad (similar a la profundidad promedio a la que se encuentran
los nidos del conejo silvestre), influian en el crecimiento de las crias, mos-
tr6 que la ganancia de biomasa fue mayor en aquellas camadas de tres
crias pero solo cuando la temperatura del suelo fue menor a 10 °C. Sin em-
bargo, cuando la temperatura ambiental fue mayor a 10 °C, las crias que
ganaron mas biomasa fueron aquellas que pertenecieron a camadas con-
formadas tinicamente por dos crias. Estos resultados mostraron que, en
condiciones de bajas temperatura del suelo, los beneficios térmicos pro-
vistos por un mayor nimero de companieros de camada superan los costos
dela competencia por la leche. El tamafio 6ptimo de camada desde el pun-
to de vista de las crias depende entonces de las condiciones ambientales
experimentadas durante su crianza (Rodel y cols. 2008).

Las interacciones entre hermanos y la ontogenia de Ia

“personalidad”

El conejo doméstico también ha resultado ser un buen modelo para estu-
diar un aspecto poco abordado en mamiferos, el estudio de la “personali-
dad animal”, particularmente la ontogenia de las diferencias individuales
enla conductay que son consistentes entre contextos y estables en el tiem-
po (Stampsy Groothuis 2010, Trillmich y Hudson 2011). Considerando que
las crias del conejo muestran claras diferencias intracamada en la bioma-
sa al nacimiento y que tales diferencias estan asociadas a diferencias con-
ductuales durante la succién de la leche materna y en la competencia por
los sitios térmicamente ventajosos, nos preguntamos si estas diferencias
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predestete en el fenotipo conductual eran estables hasta la etapa juvenil y
hasta la etapa adulta. Esto lo investigamos en crias de conejo para las que
determinamos el sitio que ocuparon (central o periférico) dentro del agru-
pamiento que forman para termorregular conductualmente (ver Figura 2)
en el nido durante sus primeros siete dias postnatales. Después, pocos
dias antes del destete, como juveniles y como adultos jévenes, sometimos
a los individuos que habian ocupado posiciones periféricas y centrales
dentro del agrupamiento a diferentes pruebas conductuales, medimos la
latencia al salto desde una plataforma elevada y su respuesta conductual al
chillido de un conespecifico. En el caso de la prueba de salto los individuos
que como crias fueron periféricos mostraron una latencia significativa-
mente mas corta que sus hermanos que fueron centrales. También, en-
contramos diferencias en su respuesta conductual al chillido, los
individuos periféricos permanecieron menos tiempo inméviles en com-
paracién de los individuos centrales cuando fueron expuestos al chillido
de un conespecifico.

Concluimos que los individuos que en su vida postnatal temprana ha-
bian ocupado los sitios periféricos dentro del agrupamiento mostraron
respuestas conductuales a largo plazo que indicaban un estilo de persona-
lidad mas proactiva, en cambio sus hermanos que como crias ocuparon si-
tios centrales dentro del agrupamiento, mostraron un estilo de
personalidad mas reactivo. Porlo tanto, las interacciones tempranas entre
los hermanos, especificamente el nicho térmico que ocuparon las crias
dentro del agrupamiento en su vida postnatal temprana, contribuyé al de-
sarrollo de los fenotipos conductuales, o estilos conductuales, observados
en la edad juvenil y adulta (Reyes-Meza y cols. 2011).

Conclusiones y perspectivas

En los mamiferos la presencia de los hermanos contribuye de manera sig-
nificativa al desarrollo de diferencias individuales en conductay fisiologia
con consecuencias en la supervivencia y posiblemente en la reproduccién
individual. El conejo, gracias a su peculiar conducta maternal limitada,
ofrece un modelo adecuado para estudiar cémo las interacciones entre
hermanos modulan la ontogenia de los fenotipos conductuales y fisiolégi-
cos. El reto futuro en esta drea es indagar los mecanismos neurales y epi-
genéticos subyacentes a las diferencias individuales en fisiologia y
conducta, resultantes de las complejas interacciones entre hermanos, al-
gunas de ellas descritas aca para el conejo doméstico.
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II

Modelos animales para
estudiar la memoria

Genaro A. Coria-Avila
Pedro Paredes-Ramos

Raul Rebolledo-Martinez
Deissy Herrera-Covarrubias

“De todo lo que he poseido en mi vida, s6lo me quedan mis
recuerdos. En verdad, pienso que los recuerdos son el dnico
tesoro verdadero que cualquier ser humano tiene la esperanza
de poseer para siempre” Chicome-Xdchitl-Tliléctic-Mixtli”

Introduccion

esde el momento en que nacemos, o quiza antes, desde la relacién
Dﬁsiolégica con nuestra madre, las experiencias con el mundo nos

hacen formary fortalecer conexiones neuronales que serdn usadas
alolargodelavida para representar momentos relevantes. A través de mi-
llones de afos de evolucién el sistema nervioso se adaptd paralograr quela
informacién percibida durante una experiencia en particular pudiera
guardarse por un tiempo para usarse en momentos futuros, y con ello, lo-
grar mayor adaptacion bioldgica. Esas conexiones formadas en el pasado
son las que nos permiten saber quiénes somos en el presente, a qué grupo
pertenecemos, dénde encontrar cosas que nos dan placer, o alejarnos de
aquello que nos puede dafar. A veces sabemos con exactitud en cual even-
to del pasado se formé una memoria en particular y porqué preferimos o
evitamos algo, y otras veces, aunque no logramos saber exactamente coémo
ocurrid, lo expresamos en forma de corazonadas o con una inclinacién
emocional. Recordar es un proceso fabuloso donde se reactivan en con-
junto redes neuronales que en algiin momento del pasado usamos duran-
te una experiencia. Quiza por eso decimos que “Recordar es volver a vivir”.
Porlotanto, la pérdida de capacidad para aprender o para recuperar la me-
moria representa una alteracién cognitiva severa que puede resultar en
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discapacidad. Sin duda, estojustifica mayor investigacion sobre los meca-
nismos que subyacen a la cognicion.

Aprendizaje y memoria, no son lo mismo

El aprendizaje y la memoria son conceptos tedricos que nunca se pueden
observar directamente, sino solo a través de la conducta (Squire & Kandel,
1987). Aprender significa cambiar nuestra respuesta conductual cuando
SOmos expuestos nuevamente ante circunstancias similares a las que vivi-
mos en el pasado; mientras que memorizar significa almacenar lo apren-
dido y poder recuperarlo en eventos futuros. Por ejemplo, si al subir una
escaleraun escalén estuvieraligeramente méas altoy tropezaras, se espera-
ria que en caso de haber aprendido sobre esa experiencia la siguiente vez
que subieras por las mismas escaleras cambiarias algo en tu conducta,
quiza dando un paso mas alto. Lo aprendido (el cambio en la longitud o al-
tura de tus pasos) podria durar unos dias y después desaparecer, de tal for-
ma que unos meses después quiza volverias a tropezar al subir por la
misma escalera. Este ejemplo sirve para asumir que muchas de las expe-
riencias vividas pueden generar un aprendizaje, pero no todo lo aprendi-
do se guarda en forma de memoria duradera. Curiosamente, otros tipos
de memorias con informacién de tipo emocional y personal si pueden du-
rar toda la vida. En la actualidad sabemos que para formar una memoria
duradera se requiere generar, estabilizar, consolidar y mantener modifi-
caciones a nivel de la sinapsis en las neuronas involucradas (Rudy, 2014).
La evidencia obtenida en modelos animales a lo largo de los dltimos 150
afios ha permitido catalogar los diferentes tipos de aprendizaje y memo-
ria, asi como los correlatos neurales ylas partes del cerebro donde ocurren.
Perros, gatos, conejos, ratas, ratones, babosas marinas (Aplysia), monos y
humanos han aportado informacién valiosa para entender que los mis-
mos mecanismos son compartidos por todas las especies, representando
un continuo filogenético.

Tipos de memoria

Los estudios en animales y humanos han mostrado que existen diversos ti-
pos de memoria. Esta se puede clasificar por el tiempo que dura almacena-
da o por el tipo de informacién guardada (Figura 1). Por ejemplo, en
relacién al tiempo, existe la memoria de corto plazo que permite guardar
informacién por periodos breves (aproximadamente un minuto). Esta
funciona como un sistema operativo que da continuidad cognitiva a las
actividades del presente, tales como comunicarnos, saber dénde estamos
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Tipos de memoria
|

v v
Corto plazo Largo plazo
<1 minuto Mucho tiempo
|
v v
Explicita Implicita
consciente inconsciente

|
v v v v

Declarativa
Hechos y eventos

Procedimiento| | Asociativa| | No asociativa

| I
] ! ! !

Episédica Seméntica Capacidad Condici i Condici ient Sensibilizacion
Eventos y esperiencias Hechos y conceptos motora Clasico operante Habituacion

Figura 1. Clasificacién de memoria por el tiempo de duracién y por el tipo de in-
formaci6n guardada.

y con quién, y tomar estrategias conductuales de acuerdo alo que acaba de
ocurrir, por lo que también se le llama memoria de trabajo. Por su dura-
ci6én la memoria también puede ser de largo plazo y durar minutos, dias o
afos. Esta nos permite tomar estrategias conductuales en el presente ha-
ciendo comparaciones con informacién del pasado lejano. La memoria de
largo plazo se clasifica ademas por el tipo de informacién guardada y pue-
de ser explicita (también llamada declarativa) o implicita (no declarativa).
La memoria explicita se clasifica en memoria episédicay memoria semdan-
tica. La primera se refiere a informacién sobre episodios de la vida, es de-
cir, quienes somos, quién es nuestra familia, dénde nacimos o qué
desayunamos la semana pasada. La memoria semdntica se refiere a la in-
formacién tedrica o conceptos que aprendemos de libros. Se le llama me-
moria explicita o declarativa porque podemos explicarla o declararla y
porque se puede transmitir a otra persona con el uso del lenguaje. Un
ejemplo seria una experiencia de la nifiez que incluiria los detalles de la
historia o la explicacién de una férmula matematica. Por el contrario, la
memoria implicita se refiere a un conocimiento que no se puede explicar,
ni pasar a otra persona por medio de la declaracién. Solo el individuo que
vivid el aprendizaje puede conservar esa informacién. La memoria impli-
cita se divide en memoria de procedimiento, memoria asociativa y no aso-
ciativa. Un ejemplo de memoria de procedimiento es la que te permite
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aprender movimientos especificos, como andar en bicicleta o caminar. La
memoria asociativa se refiere a las respuestas fisioldgicas o conductuales
que resultan del condicionamiento clasicoy operante, respectivamente. El
aprendizaje no asociativo se refiere al aumento o disminucién de respues-
tas reflejas después de haber sido expuestos a estimulos fuertes o débiles,
resultando en sensibilizacién o habituacion a los estimulos.

Modelos animales para estudiar memoria

Todos los modelos en animales para estudiar el aprendizaje y/o la memo-
ria se basan en dos premisas: 1) Las experiencias que producen aprendiza-
jemodifican la conducta, y 2) las modificaciones de la conducta tienen que
durar cierto tiempo. Por lo tanto, todas las pruebas de memoria tratan de
exponer alos animales a circunstancias donde deban de modificar su con-
ducta (la frecuencia, intensidad o rapidez de una respuesta), para después
explorar si esa misma respuesta puede recuperarse en un plazo corto o lar-
go. A continuacién, mencionamos cémo se descubrieron los tipos de me-
moria y algunos modelos que han surgido para estudiarlas.

El perro de Pavlov y la memoria emocional
Ivan P. Pavlov (1849-1936) describié las bases fisiolégicas del condiciona-
miento clasico, también conocido en su honor como “aprendizaje Pavlo-
viano”. Este tipo de aprendizaje genera memorias reflejas de tipo
fisiolégicoy emocional, las cuales modulan el comportamiento de manera
involuntaria, inconsciente y a veces para toda la vida. Una memoria emo-
cional que dura toda la vida tiene gran relevancia, pues puede representar
momentos agradables como la euforia o desagradables como el miedo.
Originalmente los experimentos en los perros de Pavlov estaban dise-
nados para entender la fisiologia de la digestidén. Tenian pequefios tubos
implantados quirdrgicamente en los orificios de salida de las glandulas
que producen saliva con el objetivo de medir la produccién de la misma.
Asi, cada vez que daba comida a sus perros podia medir la saliva acumula-
da en un contenedor calibrado al final del tubo. Pavlov observé que la sola
presencia de comida desencadenaba la respuesta de salivacién, entonces,
parecia l6gico pensar que, cuando la comida tocaba la lengua, el sistema
nervioso procesaba informacion para que las glandulas salivales respon-
dieran. Sin embargo, con el paso de los dias descubrid algo mucho mas in-
teresante. Los perros comenzaban a salivar cuando Pavlov llegaba al
laboratorio, jantes de que se les ofreciera comida! Asi supuso que el siste-
ma nervioso también aprendia a hacer asociaciones para predecir lo que
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iba a ocurrir y adelantarse para lograr mejor eficiencia. Por ejemplo, po-
dria asumirse que salivar antes de que llegue la comida a la boca es tener
una mayor eficiencia digestiva.

Pronto se le ocurrié un experimento muy sencillo para probar su hipé-
tesis. Antes de ofrecer la comida comenzaba a tocar una campana, la cual
por si solano hacia que los perros salivaran. Con las repeticiones encontré
que, los perros comenzaban a salivar si el sonido se convertia en un esti-
mulo de suficiente intensidad, incluso sin la presencia de comida. Pavlov
determind que un estimulo neutro (como el sonido de una campana) que
antecede a un estimulo incondicionado (como la comida) llega a conver-
tirse en un estimulo condicionado, capaz de generar una respuesta simi-
lar a la del estimulo incondicionado (Pavlov, 1927). Estos hallazgos le
significaron el premio nobel de fisiologia en 1904, y se convirtieron en fun-
damentos relevantes para la psicologia y la psiquiatria actual. Gracias al
estudio del condicionamiento clasico se entiende que muchas respuestas
fisioldgicas y algunas emociones como el miedo, la ansiedad, o los deseos
por algo, pueden ser reflejos condicionados expresados de manera antici-
pada con la mera presencia de un estimulo predictor, como resultado de
un aprendizaje asociativo, involuntario, inconsciente y de larga duracién.
Al entender tales mecanismos, los clinicos pueden hacer aproximaciones
cognitivo-conductuales para ayudar a los pacientes con alteraciones del
comportamiento.

Prueba de reflejos condicionados

Los reflejos condicionados pueden explorarse a través de la evitacién acti-
va o pasiva. En el caso de estudiarse en animales de laboratorio se utiliza
una caja con dos compartimentos de igual tamafio, pero con paredes y
piso de rejilla diferentes. Las cajas mas sofisticadas contienen un disposi-
tivo que emite un sonido y para cada compartimento una sefial de luz.
Cuando se explora la evitacién activa, las ratas deben evitar un estimulo
aversivo mediante la ejecucion de una respuesta motora. Por ejemplo, una
vez dentro de la caja deben ser capaces de memorizar que con las repeti-
ciones la luz se convierte en un predictor (estimulo condicionado, EC) de
un estimulo incondicionado aversivo como los shocks en la planta de las
patas. Unarata que ha guardadolainformacién del pasado (asociacién en-
tre luz y el shock inminente) se movera (activamente) al compartimento 2
cuando detectelaluz en el compartimento 1, y no esperard hasta recibir los
shocks. De manera alternativa se puede evaluar la memoria emocional por
evitacion pasiva. Para ello las ratas reciben un shock cuando se mueven al
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compartimento preferido (comtinmente el mas obscuro), con lo cual se
moveran al lado menos preferido (color claro, o iluminado). Después de
varias asociaciones las ratas son puestas en el lado claro. Silarata conserva
alguna memoria evitara de manera pasiva visitar el lado obscuro.

Prueba de miedo condicionado

Aligual que con los reflejos condicionados, los animales pueden mostrar
conductas indicadoras de emociones, como el miedo. Cuando el miedo es
generado de manera incondicionada en un sujeto se dice que fue el resul-
tado de la exposicién ante un estimulo que de manera natural evoca miedo
(sin necesidad del aprendizaje). Por ejemplo, una rata que se queda inmé-
vil frente a un depredador, como los gatos. Por el contrario, cuando el mie-
do es generado por una memoria condicionada, se dice que es porque el
individuo aprendid a asociar estimulos neutros (un perfume, un sonido, o
una luz) con la presencia del gato. Los estimulos neutros se convierten en
estimulos condicionados que pueden generar la respuesta del miedo,
como la inmovilidad total, también llamada congelamiento. En la prueba
de miedo condicionado hay una fase de entrenamiento, en la cual una rata
es expuesta a un estimulo neutro (sonido o luz) que serd asociado a través
de varias repeticiones con un estimulo aversivo incondicionado. Para po-
der controlar mejor los experimentos, el estimulo aversivo que se usa no es
un gato, sino una leve descarga eléctrica que emite ligeros shocks en la
planta de las patas. Después de un tiempo se presenta a los animales el es-
timulo condicionado (sonido o luz). Si se presenta la respuesta de congela-
miento se asume que el animal mantuvo una memoria con la informacién
de asociacion.

Prueba de preferencia de lugar condicionado

Las memorias o respuestas condicionadas también pueden formarse por
recuerdos recompensantes. En la prueba del CPP (siglas de Conditioned
Place Preference) se exploran las memorias emocionales que producen pre-
ferencias inconscientes. Por ejemplo, en las ratas se usan arenas con tres
compartimentos. Un compartimento experimental suele ser obscuro, con
piso de rejas, mientras que el compartimento opuesto experimental es claro
con piso de malla. Estas diferencias son importantes para ofrecer al animal
distintas cualidades sensoriales entre los compartimentos experimentales.
Entre los dos compartimentos experimentales hay un compartimento mds,
denominado neutro por ser mas pequefoy con caracteristicas fisicas que le
hacen menos apetecible a la rata permanecer ahi. Por ejemplo, suele ser un
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espacio reducido, de color gris, y con piso de barras. En una primera prueba
se colocaalarataen el compartimento neutroy se abren las compuertas que
conectan a los dos lados experimentales. En un tiempo de 10 min la rata ex-
plora ambo lados y aquel donde pase mas tiempo se considera el preferido
incondicionalmente. En dias siguientes se comienzan a hacer asociaciones
entre un estimulo presuntamente reforzador (placentero) y el lado menos
preferido, pero con las puertas cerradas. Se asume que al pasar tiempo en el
lado menos preferido de manera obligada y después de la experiencia refor-
zadora modificara la valencia de ese estimulo. Por ejemplo, una rata seria
inyectada con morfinay posterior ala inyeccién se colocaria en el lado origi-
nalmente no preferido. En una segunda fase de prueba las ratas se colocan
nuevamente en el compartimento neutro y se abren las compuertas de los
lados experimentales para volver a ser explorados. Los cambios de preferen-
cia de lugar indican una preferencia condicionada, y sirven para asumir el
valor reforzante de ciertos estimulos. Es decir, el compartimento original-
mente no preferido se convierte en el preferido por la asociacién con la mor-
fina. Otros estimulos conocidos que producen CPP son el sexo, la mayoria
de las drogas, las cosquillas, el acceso a crias, el juego, y la estimulacién eléc-
trica de algunas partes del cerebro. Cuando se administran antagonistas
(bloqueadores de la activacién) de los opioides, como la naloxona, se pier-
den la CPP asociada a morfina, sexo, o cosquillas, indicando que los opioi-
des forman parte del sustrato neural que modula algunos placeres.

El gato de Thorndike y la memoria operante

Edward Thorndike (1874-1949) dio inicio al estudio de las bases cientificas
del aprendizaje operante. En sus experimentos introducia a un gato en una
jaula cerrada, pero con la posibilidad de abrirse con ciertos movimientos de
cuerdas o palancas colocadas en el interior. Eventualmente, un gato ence-
rrado se tornaba aburrido y respondia con algiin movimiento que por ca-
sualidad resultaba en la apertura de la puerta. Con las repeticiones el
movimiento se hacia mas exitoso y lograba asociarse con el escape, hasta lo-
grar cierta eficiencia. Thorndike denominé sus hallazgos como “la ley del
efecto” para explicar cémo las consecuencias que siguen a nuestra conducta
pueden asociarse con las consecuencias y con ello incrementar o disminuir
la probabilidad de que se repita dicha conducta. A partir de sus estudios mu-
chos otros psicélogos que le siguieron, como Watson y Skinner, reforzaron
y enriquecieron las bases de las conductas operantes motivadas. En el caso
del gato de Thorndike la conducta era seguida por la posibilidad de escapar.
Por lo tanto, el valor incentivo del escape debia asociarse de manera retré-
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grada con la conducta inmediata anterior que lo provocé (Thorndike, 1933).
Existen muchos otros estimulos con consecuencias reforzadoras de la con-
ducta, tales como la comida, el sexo, la euforia, la sensacién de poder, etc. Si
la expresion de la conducta se explora de manera inmediata puede repre-
sentar una memoria de corto plazo (memoria de trabajo), mientras que con
el tiempo representa memoria de largo plazo.

Prueba DMTP/DNMTP
Las pruebas de igualacién demorada con la posicién / no igualacién con la
posicién (DMTP / DNMTP, por sus siglas en inglés para Delayed Matching
To Position/Non-Matching To Position tasks) se utilizan para evaluar me-
moria de corto plazo sin que se confunda con motivacién. La memoria de
trabajo implica mantener informacién por un tiempo breve relacionada a
un estimulo que acaba de ser ocultado. La informacién no requiere que el in-
dividuo haga operaciones mentales, pero debe servir para resolver situacio-
nes relacionadas a la informacién del objeto presentado, por ejemplo,
recibir un estimulo reforzador. Para probar esta memoria en la rata de labo-
ratorio se utiliza una caja de comportamiento operante. En la primera fase
(muestreo), la rata debe apretar una palanca dentro de la caja. Al ser apreta-
dala palanca se retrae para ocultarse y la rata puede ir ala parte posterior de
la caja para recoger la recompensa, que usualmente es un cubito de alimen-
to. Hasta aqui, el movimiento de la palanca y la recompensa de comida es
una asociacién simple que requiere motivacion por la comida. Por ello, la
movilizacién de la rata hacia la parte posterior garantiza, de algiin modo,
que al volver a ser expuesta a las palancas no las apriete de manera refleja,
sino por el uso de la memoria. Después se dejan pasar unos cuantos segun-
dos, en tiempo fijo o variable y se presentan dos palancas para que la rata de-
cida apretar una de ellas (fase de prueba). En la prueba DMTP se asume que
si sumemoria de trabajo funciona elegird la misma palanca que le dio la re-
compensa y cada vez tendrd menos errores, a pesar de alternar entre la pa-
lanca asociada ala recompensa yla otra que no la da. De manera alternativa
existe la prueba DNMTP, con la cual el animal debe presionar la palanca
opuesta ala que eligié la primera vez. Para poder ser confiables ambas prue-
bas deben tener una buena fase de muestreo. Se sabe que la memoria de tra-
bajo se afecta de manera inmediata con el tiempo transcurrido, por lo tanto,
entre mas tiempo de retraso transcurra entre el muestreo y la prueba dismi-
nuira el porcentaje de respuestas correctas.

Existen variantes de las pruebas DMTP. Por ejemplo, si le muestras a
un animal algo apetecible pondra atencién allugar donde lo guardes y ten-
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dra que mantener esa informacién por un tiempo hasta tener la posibili-
dad de ir y obtenerlo. Se muestra a un animal un pedazo de comida y se
coloca dentro de un compartimento (de un total de dos). Después se blo-
quea lavista para que noveala pistay se genere el reto a conservar la infor-
macién. Posteriormente se le da acceso para que elija el lugarindicado. Un
animal con buena memoria aprende esta tarea con rapidez y tendrd muy
pocos errores. Se ha mostrado que animales con lesiones en regiones cere-
brales como la corteza prefrontal (CPF) expresan muchos errores en esta
prueba, es decir, tienen déficits para formar memoria de corto plazo.

Mecanismos neurales asociados a la memoria
La Aplysia de Kandel y la Plasticidad Neural

A principios de 1960 Eric Kandel comenzd a describir algunos de los meca-
nismos de aprendizaje no asociativo como la habituacién, deshabituacién
y la sensibilizacién en caracoles marinos (del género Aplysia). Ademas,
profundizé en los efectos del aprendizaje asociativo Pavloviano y su efecto
en la plasticidad del sistema nervioso. Con ese modelo generé mucha in-
formacién sobre cdmo el sistema nervioso cambia su organizacién para
generar memoria de corto y luego de largo plazo. En sus experimentos,
aproveché un reflejo natural de la Aplysia californicans llamado reflejo de
retiro (withdrawal reflex), el cual consiste en una contraccién rapida de la
branquia cuando se toca suavemente el sifén del animal. Con la estimula-
cién del sifén en repetidas ocasiones y con baja intensidad el reflejo en la
branquia disminuye, produciendo asi la habituacién. Es decir, una res-
puesta mas débil cuando se da, de manera repetida, el mismo estimulo.
También demostrd que con un lapso de tiempo de descanso el reflejo re-
gresa, produciéndose entonces la deshabituacién espontanea. Curiosa-
mente, reportd que si un estimulo aversivo, como un leve shock eléctrico
en la cola, se asocia en contingencia con el estimulo suave en el sifén, en-
tonces el reflejo en la branquia se hace mas intenso produciendo, con el
mismo estimulo, una respuesta de mayor intensidad conocida como sen-
sibilizacién. Todos los animales podemos habituarnos o sensibilizarnos a
estimulos de esa misma formay disminuir o exagerar nuestras respuestas
conductuales, respectivamente. Se demostré que la presencia de inter-
neuronas entre el sifon yla branquia son responsables del proceso de habi-
tuacién y deshabituacién, mientras que otras interneuronas entre la cola,
el sifén ylabranquia son las responsables de la sensibilizacién. Muchas fo-
bias en los humanos responden a los mecanismos de sensibilizacidn,
mientras que los tratamientos de las mismas pueden basarse en desensi-
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bilizacién o habituacién. Con este modelo animal Eric Kandel recibi6 el
premio nobel de fisiologia en el afio 2000, pues logré explicar el papel que
tienen los receptores transmembranales presindpticos y las cascadas bio-
quimicas que dirigen el mecanismo de la memoria, a saber, la activacién
de la enzima adenil ciclasa, esta incrementa el adenosin monofosfato ci-
clico (AMPc), que asuvezactivaala proteina cinasaalo que resultaenlali-
beracién de glutamato hacia la neurona postsindptica. Este proceso
molecular fortalece a las sinapsis para mantener la memoria de corto pla-
zo. Mediante la repeticion constante, las enzimas cinasas comienzan a ge-
nerar cambios en el nucleo celular para activar sintesis proteica que
determinara la plasticidad neuronal, es decir, mas espinas dendriticas que
fortalecen la conectividad entre esas neuronas (Kandel, Schwartz, & Jes-
sell, 2001).

El conejo de Bliss y Lomo, y la Potenciacion a Largo Plazo
Entre 1960 y 1970 Terje Lomo y Timothy Bliss describieron en el hipocam-
po de conejos una respuesta que denominaron la potenciacién a largo pla-
zo (LTP, por sus siglas en inglés), la cual sigue siendo actualmente la
explicacién fisioldgica mas fuerte sobre los cambios que deben ocurrir en
las sinapsis para mantener la informacién en forma de memoria. El hipo-
campo es conocido por regularla entrada de la informacién que sera alma-
cenada a corto plazo, ademas de enviar, a las diferentes cortezas
cerebrales, la informacién que se almacenard alargo plazo. Asi, cuando los
axones de la via perforante del hipocampo del conejo eran estimulados
eléctricamente por un solo pulso eléctrico simple, se podia detectar que al
final de ellos en el drea llamada giro dentado se detectaba un potencial
postsinaptico excitatorio (EPSP, por sus siglas en inglés). Lo que Bliss y
Lomo descubrieron es que, sila via perforante se estimulaba de manera re-
petida con baja intensidad, entonces un pulso eléctrico simple generaba
EPSP mais intensos y de larga duracién, es decir una LTP. Sus hallazgos
mostraron como la estimulacién repetida de baja intensidad produce
cambios en los neurocircuitos involucrados en una memoria, haciéndolos
eléctricamente mds potentes (Bliss & Lomo, 1973). En otras palabras, el
modelo de LPT explica porqué se fortalecen los neurocircuitos cuando re-
petimos el mismo aprendizaje una y otra vez.

Elraton de Tonegawa y la estimulacién de un engrama
El premio nobel de fisiologia (1987) Susumo Tonegawa mostrd el papel del
hipocampo en la formacién y recuperacién de memorias de tipo emocio-
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nal. En sus experimentos usé ratones para mostrar que si se estimula de
manera especifica las neuronas del hipocampo que estuvieron activas du-
rante el aprendizaje en el pasado, entonces las memorias de ese aprendi-
zaje se recuperan y producen conductas similares a la experiencia misma.
Primero, ély suequipo indujeron la respuesta de miedo en ratones a través
de un shockleve en la planta de las patas y utilizaron un marcador molecu-
lar (C-Fos y canal rodopsina 2, ChR2) para identificar y hacer esas neuro-
nas sensibles alaluz. Posteriormente, utilizé la luz para activar de manera
especifica a las neuronas marcadas, pero no a las adyacentes, y observé la
respuesta de miedo Gnicamente solo en ratones que tuvieron esa expe-
riencia en el pasado, no en aquellos que no la habian experimentado. Con
sus hallazgos demostré que la activacién del hipocampo es suficiente para
activar engramas completos donde se guardala memoria (Liu et al., 2012).

Pruebas de memoria episddica

Las multiples memorias de H.M.

La informacién que Brenda Milner recolecté durante 50 afios (1957-2008)
sobre Henry Molaison (H.M.) revolucioné nuestro conocimiento sobre el
aprendizajeylamemoria. H.M. ha sido hasta ahorala persona mas famosa
en la historia por haber perdido la capacidad de formar nuevas memorias
episddicas después que, como parte de una terapia para epilepsia farma-
colégicamente intratable, gran parte de la corteza temporal inferior le fue-
ra removida de manera bilateral por el cirujano William B. Scoville.
Posterior a la cirugia Milner realizé multiples pruebas en H.M. y compro-
b6 que aunque no tenia la capacidad de formar recuerdos relacionados a
episodios de suvida posterior a la fecha de la cirugia, si mantenia intactas
otras memorias del pasado, y ademas era capaz de aprender nuevas tareas
de tipo procedimental, Pavloviano, operante, o sensibilizarse y habituar-
se. Por ejemplo, H.M. fue capaz de aprender a dibujar una estrella siguien-
do el reflejo de su mano en un espejo, y con la practica mejoraba
constantemente. Milner demostrd que existen mdaltiples sistemas de me-
moria, guardados en diferentes partes del cerebro, pero que la porcién
temporal inferior donde yace el hipocampo es crucial parala formacién de
memoria explicita episddica.

El mono de Mishkin

Los experimentos de Mortimer Mishkin en monos también corroboraron
que existen diferentes tipos de memoria y que cada tipo se guarda en re-
giones especificas del cerebro. Por ejemplo, con experimentos electrofi-
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siologicos, farmacolégicos, de neuroimagen y lesiones experimentales,
mostré el papel de los ntcleos basales en la formacién de memorias de
procedimiento y habitos, mientras que las estructuras limbicas participan
en el almacenamiento de emociones e informacién episddica. Ademas,
utilizando en monos las pruebas de igualacién demorada con la posicién
(DMTP) mostrd que las lesiones al I6bulo temporal medial o de las cone-
xiones a la corteza temporal inferior afectaban la formacién de nuevas
memorias, muy parecido a lo que le habia ocurrido a H.M. muchos afios
antes (Murray & Mishkin, 1998).

Prueba de reconocimiento de objeto

Uno de los grandes retos en la investigacion de la memoria episddica es la
relacionada conladificultad de preguntar alos animales si recuerdan cier-
to episodio del pasado. Cuando se trata de explorar esta memoria en las ra-
tas se aprovecha su predisposiciéon natural para explorar ambientes y
cosas nuevas. Sila rata es expuesta a un ambiente que ya conoce, pero que
contiene algiin objeto nuevo, pasard mas tiempo explorando el objeto nue-
vo comparado con el tiempo que pasard explorando otros objetos ya cono-
cidos dentro de la misma caja. En la fase de entrenamiento las ratas son
expuestas a varios objetos para que los exploren y se mide el tiempo de esa
exploracion. En la fase de prueba la rata es expuesta a dos objetos, uno co-
nocidoy uno nuevo. Silarata explora mds tiempo el objeto nuevo se asume
que lo identifica como desconocido, porque nunca ha tenido contacto. Si
la rata explora igual ambos objetos se asume que no recuerda el objeto co-
nocido, es decir, no recuerda el episodio donde lo exploré previamente.

Prueba de reconocimiento social

La prueba de reconocimiento social es muy parecida ala de reconocimien-
to de un objeto. Las ratas son individuos sociales y curiosos, y prefieren ex-
plorar a un individuo nuevo que a uno ya conocido. En la primera fase la
rata es expuesta a otraratay se permite que interactien socialmente. En la
segunda fase se le presentan dos ratas, una conocida y una no conocida.
Comunmente la rata experimental prefiere explorar por mas tiempo a la
rata nueva. Con ello se asume que su memoria esta intacta. Si, por el con-
trario, pasa igual tiempo explorando al nuevo y al conocido, se asume que
no conservo memoria de haber conocido a uno de ellos.

Laberinto acuatico de Morris
La prueba de memoria en el laberinto acudtico de Morris es quiza la mds po-
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pular de todas las pruebas de memoria. Esta prueba es muy sencilla y reta al
animal a memorizar sefiales del lugar para ser usadas en la biusqueda de una
plataforma oculta debajo del agua opaca. El laberinto de Morris es esencial-
mente una alberca redonda para roedores dividida en cuatro cuadrantes.
Permite evaluar condiciones como velocidad, cruce de cuadrantes (distan-
cia) y latencia (tiempo transcurrido) antes de encontrar la plataforma ocul-
ta, asi como movimientos y motivaciéon. Cuando una rata es puesta a nadar
mostrard una tendencia natural a buscar una plataforma para descansar.
Las siguientes veces que la rata es expuesta a la prueba debe encontrar la
plataforma con menos errores cada vez y en menor tiempo. Al cambiar la
ubicacién de la plataforma se puede evaluar el reaprendizaje. Esta prueba
permite evaluar el efecto dafiino del envejecimiento, lesiones (i.e. en hipo-
campo), o drogas. Cuando la plataforma se coloca de manera visible permite
inferir la motivacién y capacidad motora de los animales para subirse a ella,
pero si se coloca oculta permite inferir memoria. Se deben colocar objetos o
imagenes en la sala de prueba (i.e. en la pared) para facilitar el proceso de
memoria y ubicacion espacial de las ratas.

Laberinto radial

En esta prueba se utiliza un laberinto con multiples brazos que represen-
tan posibles entradas a partir de un espacio central de salida. Se usan ani-
males en ayuno y se les ofrece comida en alguno de los brazos. Se asume
que las ratas deben utilizar su memoria espacial para recordar la ubica-
cién donde ya consumid la comida. Asi, la entrada repetida a un brazo
donde ya se consumid se considera como una falta de memoria.

Conclusiones

El estudio del aprendizaje y la memoria en los diferentes modelos anima-
les ha permitido profundizar sobre los multiples tipos de memoria, asi
como sus bases anatdmicas y celulares. Gracias a la informacién experi-
mental se sabe mas del proceso normal de generacidn, conservacién y pér-
dida de memoria en los humanos, por ejemplo, con la edad. Sin embargo,
se requieren de mas estudios en modelos animales para comprender los
mecanismos de enfermedades o condiciones anormales que llevan a las
disfunciones cognitivas.
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Modelos animales para el
estudio del autismo
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Introduccion
| Trastorno del Espectro Autista (TEA), cominmente llamado autis-
E mo, se refiere a un conjunto de desérdenes de aparicion temprana
en el neurodesarrollo y que tiene como caracteristicas centrales de-
ficiencias en la conducta social y de comunicacién, asi como intereses y
comportamientos estereotipados.”” No obstante, el TEA cubre una gama
heterogénea de manifestaciones (fenotipos) donde la severidad del tras-
torno puede presentarse desde manera leve a severa, junto con otras co-
morbilidades como ansiedad, depresion, epilepsia y déficit de atencién e
hiperactividad, disfunciones gastrointestinales, desordenes de suefio, en-
tre otros”. Su etiologia es multifactorial, viéndose involucrados factores
genéticos, ambientales, exposicién a drogas, toxinas, infecciones virales y
disfunciones del sistema inmune pre y postnatal.” En este trastorno se
presentan circuitos de conectividad cerebral anormal, implicados en el
procesamiento de la informacién sensorial compleja, del lenguaje, la co-
municacion, los circuitos afectivos, de percepciéon y movimiento, entre
otros. Elincremento en la incidencia de los casos de TEA en todo el mundo
ha motivado el interés y esfuerzo para la investigacién sobre el proceso
neuropatoldgico de fondo. De manera global se estima que 1 de cada 100
nifios padece TEA®, en EUA 1 de cada 68, y una cifra equivalente en Méxi-
co. El autismo hasta el momento no se puede revertir y solo se cuenta con
diferentes estrategias de aproximacion terapéuticay preventiva, asi como
tratamientos farmacoldgicos dirigidos hacia las comorbilidades.*” Pre-
senta un prominente sesgo de género donde los nifios son 4.5 veces mas
afectados que las nifias.”*
La complejidad clinica de esta patologia ha hecho sumamente dificil
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determinar cdmo los factores genéticos y ambientales interactian, alte-
rando los procesos del neurodesarrollo que, en dltima instancia, producen
la sintomatologia del TEA.* Esta variabilidad y diversidad presentan un
desafio para el modelamiento del autismo en animales. No obstante, su
uso en la investigacién presenta la ventaja de obtener informacién muy
detallada, que puede llenar los vacios de conocimiento sobre este trastor-
no en los seres humanos. Asi,los modelos animales nos permiten estable-
cer un sistema experimental para evaluar algunas hipdtesis, que por
razones éticas y practicas es imposible de probar en humanos.” La fortale-
za de emplear modelos animales, es, entre otros, la posibilidad de integrar,
en un solo organismo, diferentes tipos de evaluaciénes, como las conduc-
tales, los mecanismos moleculares, los procesos celulares, los genéticos, la
neuroimagen en vivo o postmortem o la electrofisiologia, conjunciones
que serias imposibles, o muy dificiles, de realizar durante la investigacion
en humanos.”*’

Los modelos animales cumplen un papel esencial en dos direcciones:
una, para potenciar acciones donde los hallazgos se trasladen al humano
de manera predictiva, esto es, utilizar descubrimientos del drea de ciencia
basica para explorar y entender un mecanismo con el fin de poder desa-
rrollar nuevas estrategias de intervencion o terapias; la segunda, para
trasladarlos de manera inversa, esto es, utilizando el mecanismo de un
modelo animal para explorar aplicaciénes en la prictica clinica humana.”

Los criterios para un buen modelo animal se han discutido extensa-
mente.”” Para un modelo de autismo el objetivo basico es que potencie la
etiologia del trastorno desde un paradigma experimental, con la genera-
cién de un animal que exhiba cambios en la conducta relacionados alas ca-
racteristicas centrales del autismo. De manera general un buen modelo
animal debe tener tres atributos: uno, validez de constructo (correspoden-
cia con las bases biolégicas que ocasionan el trastorno); dos, validez apa-
rente (asemeja las caracteristicas de la enfermedad) y tercero, la validez
predictiva (la posibilidad de predecir nuevos mecanismos en el trastornoy
asi disefiar nuevos tratamientos). Aunque es claro que ningiin modelo ani-
mal representa completamente la complejidad de los TEA en humanos, de
manera general los modelos que se han desarrollado y, que son muy ttiles,
son los que se describen a continuacién.

Animales modificados genéticamente, donde se manipula un solo
gen, genes de riesgo emergentes o copias y niumero de variantes. La mani-
pulacién genética no modela de manera perfecta todas las caracteristicas
patoldgicas del TEA, para ello también se utilizan los modelos idiopaticos
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(varias causas) y que mediante cepas endogamicas manifiestan algunos
comportamientos del autismo. Otros modelos son los que emplean inter-
venciones ambientales como la exposicién a teratégenos (que causan alte-
raciones congenitas, por ejemplo durante el desarrollo) y, por dltimo,
también se han desarrollado modelos que intervienen en la activacién al-
terada del sistema inmune.*"*""

A continuacidn, se expondran los modelos animales que cumplen cla-
ramente con los atributos mencionados y que se emplean actualmente.
Estos son: modelos en roedores, el pez cebra, el nematodo C. elegans, la
rana Xenopus laevis y la mosca Drosophila melanogaster.

Modelos en roedores

Los modelos en roedores se han usado para evaluar hipétesis tanto genéti-
cas como de factores ambientales, es el modelo animal que cuenta con ma-
yores referencias y el mds utilizado histéricamente. Los modelos
desarrollados abarcan desde la modificacién de un solo gen, variantes en
el nimero de sus copias, modificaciones epigenéticas, infecciones prena-
tales y disfunciones del sistema inmune, asi como alteraciones de genes
de riesgo multiple e interacciones genéticas y medioambientales.” En los
modelos de roedores se pueden simular una gran cantidad de caracteristi-
cas de los TEA, y desde luego las caracteristicas centrales (los déficits so-
ciales y de comunicacién y las conductas repetitivas). Los fenotipos
evaluados con mayor frecuencia son los relacionados a las caracteristicas
centrales de los TEA en humanos, y que en roedores se comparan a sus in-
teracciones sociales, vocalizaciones ultrasénicas y conductas repetitivas,
Ademas también se pueden observar caracteristicas neuroanatémicas
como cambios en la arquitectura dendritica.”**

Los modelos de ratén se emplean principalmente para la modificacion de
factores genéticos y son llamados comtinmente knockout o KO, ratones modi-
ficados genéticamente para que uno o mds de sus genes estén inactivados.
Los modelos en la rata de laboratorio se emplean de manera mas comtn para
la manipulacién de inductores medioambientales o teratégenos.’*"***

Modelos Genéticos

La manipulacién de las variantes genéticas ofrece la oportunidad de inves-
tigar in vivo las consecuencias fisioldgicas y conductuales de las mutacio-
nes durante la codificacién de los genes que producen las proteinas
asociadas con el autismo. Ademas, estos modelos son especialmente ttiles
dado el alto nivel de homologia con el genoma humano.” Dentro de este
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tipo de mutaciones, las principales modelos son donde participan las pro-
teinas neuroliguinas, neurexinas, shank, Mecp2, Foxp, Cntnap2, Ube3a y
Tsc1/ Tsc2.

Neuroliguinas (NL)

Forman parte de las proteinas de células de adhesion que median el desa-
rrollo sindptico y que se han visto implicadas en el autismo. Los mutantes
NL tienen defectos en un subconjunto de procesamientos y conductas
sensoriales, son hipertensivos al estrés oxidativo y a los compuestos de
mercurio, sus deficiencias conductuales son sumamente parecidas a los
rasgos asociados con el autismo. Este, que es un modelo en ratén, ha re-
portado marcadas deficiencias en el volumen (menor tamafio) en estruc-
turas cerebrales como el hipocampo, el nucleo estriado y el tilamo.
Ademas, a nivel conductual, este modelo presenta vocalizaciones y con-
ductas sociales disminuidas.”**"**

Neurexinas (NRXNs)

Son unas proteinas de membrana presindptica que se unen a las proteinas
de adhesion postsindptica. Ratones mutantes en esta proteina muestran
una respuesta menor en el reflejo de sobresalto, lo que indica un déficit en
la respuesta sensoriomotora. También aumentos en la conducta de acica-
lamiento y deficiencias para construir un nido. Sin embargo, muestran
aprendizaje de habilidades espaciales normal, asi como una respuesta
motora normal.'*"*"*

Shanks

La familia Shank (Shanki, Shank2, Shanks) se refieren a proteinas de an-
damiaje que regulan muchas vias de sefalizacién y que se localizan post
sindpticamente en las sinapsis excitatorias. Los modelos con mutaciones
en genes SHANK que muestran comportamientos de tipo autista son
principalmente Shank2 y Shanks, ya que los modelos con alteraciones en
Shanki presentan funciones motoras reducidas, pero no problemas en las
interacciones sociales.”" El modelo de ratén Shank2 muestra una dismi-
nucién en la funcién del receptor de glutamato N-metyl-d-aspartato
(NMDA), y a nivel conductual muestra acicalamientos repetitivos, anor-
malidades en algunos comportamientos socialesy enla expresion de voca-
lizaciones. El modelo mutado en Shank3 muestra una funcién reducida
del receptor NMDA, déficits en la transmisién glutaminérgica y muestra
conductualmente diferentes grados de severidad en el trastorno, como en
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los comportamientos de dafio a s mismo, acicalamientos repetitivos y de-
ficiencias en la interaccién social.”*® En este modelo, se han estimulado
los receptores glutamatérgicos mediante D-ciclocerina (un agonista par-
cial de NMDA) o moduladores alostéricos de receptores metabotrdpicos
de glutamato (unciGluRs) y se ha logrado normalizar la funcién de los re-
ceptores NMDA, mejorando a su vez la interaccién social del animal."”*®

Mecp2

Estos modelos con mutaciones en el gen MECP2 muestran un alto grado
de consistencia fenotipica con el sindrome clinico de los TEA en humanos.
Este modelo ha evidenciado que la ausencia de este gen resulta de reduc-
cién de los cuerpos (somas) en neuronas de distintos tipos”*° y una com-
plejidad dendritica reducida.”* Esto conduce a una plasticidad sindptica
igualmente reducida o a la disminucién de la habilidad de las neuronas
para cambiar su fuerza sindptica en respuesta a la actividad. También se
ha mostrado que la pérdida de este gen, en ratones macho de cuatro sema-
nas resulta, en una disminucién del peso cerebral con un adelgazamiento
de la neocorteza.”” Por otra parte los animales con sobreexpresién de
MeCP2 muestran hipoactividad, evitacién social, ansiedad y convulsio-
nes.”™"”

Foxps y Cntnap2

La familia de genes FOXP incluye tres genes expresados en el sistema ner-
vioso central: FOXP1, FOXP2 y FOXP4. Ratones knockout de FoxP2 mues-
tran comportamientos vocales reducidos y eventualmente muerte
prematura. También se ha evidenciado una conexién entre los genes
FOXP2y CNTNAP2, y se ha reportado que el nivel de mRNA en CNTNAP2
estd significativamente aumentado en el cerebelo de ratontes knockout
Foxp2."*** En modelos knockout de CNTNAP2 se ha encontrado fuerte
evidencia neurobioldgica de que este gen es un factor de riesgo para el
TEA. Ademads, el gen CNTNAP2 contiene informacién para la activa-
cién del gen CASPR2, que es necesario para el desarrollo y arborizacién
dendritica, asi como parala estabilizacién de las espinas dendriticas. Pre-
sentan una migracion anormal de neuronas en el cuerpo calloso y en la
corteza somotosensorial, menor cantidad de interneuronas GABAérgicas
en esa misma regién, ademas del hipocampo y en el estriado.”**

Ube3a

El gen UBE3A tiene una importante funcién en la modulacién y plastici-
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dad delas sinapsis.”'® Este gen proporciona instrucciones para producir la
proteina ubiquitina-proteina ligasa E3A, que funciona como una enzima
que a su vez degrada a otras proteinas. La ubiquitina-proteina ligasa E3A
cumple un papel fundamental para el desarrollo normal del Sistema Ner-
vioso Central, ya que regula el balance de la sintesis de proteinas, la degra-
dacién de éstas y el empalme entre las células nerviosas.”'*** En el cerebro,
solo se encuentra activa la copia de este gen heredado de la madre, esta ac-
tivacién genética parental especifica se le conoce como impronta genéti-
ca. Este modelo genético recapitula la mayoria de las caracteristicas
esenciales del TEA, incluyendo anormalidades motrices y cognitivas. Al
incrementar este gen tres veces, se logra reproducir los comportamientos
repetitivos y alteraciones en la conducta social y de comunicacion que son
marca distintiva de este trastorno.”® Morfolégicamente el peso de la corte-
zay el cerebelo es menor en este modelo, sin embargo, el cerebelo no pre-
senta afectaciones respecto a la densidad celular y complejidad
dendritica. En el drea CA1 del hipocampo se presentan una menor densi-
dad de las vesiculas presinapticas y densidad de espinas dendriticas. Los
estudios sobre este modelo indican que dependiendo el tipo de mutacién
que presente el UBE3A en los TEA serd ganancia o pérdida de funciones a
nivel sinaptico.”**

TSC

Las mutaciones en el gen TSC1/2 (gen que ocasiona el complejo de esclero-
sis tuberosa) es utilizado para estudiar la contribucién cerebelar en la pa-
togénesis del autismo, ha permitido mostrar que la perdida de TSC1 en las
células de Purkinje de la corteza cerebelar resulta en despliegues de tipo
autista que incluyen comportamientos repetitivos y vocalizaciones e inte-
raccién social anormal, aunado a la disminucién de la excitabilidad de las
células de Purkinje.”’*'* Ratones KO en TSC1 muestran incremento en la
densidad de las espinas dendriticas de las neuronas de la corteza termpo-
ral. Este defecto se debe disminucién de la poda sinaptica que se produce
durante el desarrollo.”"

En modelos KO sobre TSC2, se ha observado una reduccién en la den-
sidad de las células de Purkinje en las células cerebelares.” Y en la capa V
de la corteza temporal un incremento en la densidad de espinas dendriti-
casy una poda sindptica disminuida.”™

Modelos idiopaticos de Autismo en roedores
Para caracterizar de manera mas robusta las caracteristicas del TEA se uti-
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lizan los modelos de ratén y rata de cepas endogamicas, estos modelos son
llamados idiopéticos ya que los comportamientos de tipo autista que pre-
sentan no son ocasionados por mutaciones genéticas conocidasy replican
con validez las caracteristicas centrales del autismo. Los principales mo-
delosidiopaticos se encuentran en los ratones BTBR-T+ tfl/] y BALB/cBy]J.

BTBR-T+ tfl/].

Este modelo estd ampliamente caracterizado y bien replicado para las ca-
racteristicas centrales del TEA.” Las caracteristicas mis sobresalientes de
este modelo es la ausencia de cuerpo calloso y la reduccién extrema de la
comisura hipocampal, lo cual también ha sido encontrado en humanos
con TEA. *****° Otros cambios en la substancia blanca incluyen conectivi-
dad interhemisférica posterior anormal y una orientacién distorsionada
de las células gliales en algunos de los tractos afectados de la substancia
blanca.” También presenta un volumen cerebral disminuido en compara-
cién con animales control y estudios de resonancia magnética muestran la
disminucién del volumen de la substancia gris en las dreas dorsofrontal,
retroesplenial, occipital, de la corteza parietal, el cingulado y areas subcor-
ticales como el tilamo lateral y posterior, el hipotdlamo posteriory el hipo-
campo ventral.*® Aunado a esto muestran un aumento en el volumen de los
bulbos olfatorios, la corteza prefrontal medial la corteza insular, la amig-
dalay el hipocampo dorsal.**

También se ha reportado mayor nimero de neuronas que expresan se-
rotonina en las porciones caudales del rafe dorsal y medial, pero disminui-
da en terminales axénicas en el hipocampo (CA1).”* Neurogénesis
disminuida en el giro dentado® e incremento en las sinapsis excitatorias
de la corteza frontal anterior.*

BALB/cBy] (BALB)

Esta cepa presenta significativos déficits de socializacién comparados con
otras cepas de ratén. Principalmente se utiliza para modelar niveles de in-
teraccion social en diferentes escenarios y etapas del desarrollo, como
pueden ser: interaccién macho-macho, hembra-hembra, interacciones de
apareamiento y conducta parental. BALB/cBy]J también presenta otros fe-
notipos de relevancia para el autismo como son altos niveles de ansiedad,
conducta agresiva, mayor tamafio cerebral, subdesarrollo del cuerpo callo-
soy bajos niveles cerebrales de sintesis de serotonina.”™*
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Modelos ambientales

Elrol del medioambiente puede ser causal, intermediario o protector en la
etiologia del autismo. Explorar estos factores brinda el conocimiento para
la prevencién y desarrollo de intervenciones basadas en evidencias. En
este apartado se tocan dos modelos que han sido bien establecidos, carac-
terizados y que cumplen con los atributos para un buen modelo animal.
Estos son el modelo VPA ylos modelos por disfuncién del sistema inmune.

Modelo VPA

El 4cido 2-propilpentanoico o dcido valproico es un firmaco usualmente
prescrito como antiepiléptico, para trastorno bipolar, migrafia o dolor
neuropatico en humanos.'***”” La administracién de esta droga en muje-
res embarazadas triplica el riesgo de que su hijo padezca autismo.*** Este
efecto también es observado tanto en ratones como en ratas, y se expresa
replicando las 3 caracteristicas centrales del TEA. El modelo VPA se ha uti-
lizado en etapas gestacionales (prenatal) y post gestacionales (postna-
tal).***” La neuropatologia observada en este modelo depende de la dosis y
laetapa ala que es administrada. Su principal mecanismo de accién es so-
bre la desacetilacion de las histonas, convirtiéndolo en un modulador epi-
genético que incrementa el estrés oxidativo.”

De manera prenatal la administracién de VPA en hembras gestantes
de rata se administra en una dosis que va entre 400 a 600 mg/kg en el dia
12, lo que incide en un periodo critico durante la embriogénesis relaciona-
do con el cierre del tubo neural, lo que resulta de un desarrollo neural alte-
rado.”’*** Bajo este modelo se ha demostrado que con una alta dosis se
ocasiona una disminucién en el peso del cerebro, reduccién del grosor de
la corteza prefontal y reduccién en la densidad celular de la neocorteza;
mientras que con una dosis baja se incrementa el grosor de la corteza y su
densidad celular. Otra drea cerebral afectada con este modelo es el cerebe-
lo, donde se reporta disminucién en el tamano, densidad celulary comple-
jidad de la arborizacién dendritica de las neuronas de Purkinje.***
También se ha reportado que la exposicién en ttero con este teratdgeno
conduce a una menor expresion de interneuronas de parvalbumina en la
corteza parietal y occipital, asi como un menor nimero de interneuronas
que expresan la enzima descarboxilasa de glutamato en el giro dentado,
cerebelo y corteza.*

En la crias de rata, algunos modelos administran el VPA en dosis que
van de entre 200 a 400 mg/kg en el dia postnatal 14”°, y otros utilizan una
dosis de 150 mg/kg entre los dias postnatales 6 al 12.*” En este modelo, la
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administracién del VPA se basa en que éstos primeros dias postnatales
son un periodo sensitivo, en el cual a pesar de que la proliferacién neuro-
nal y la organizacion cerebelar estan completas, no asi la diferenciacion
neuronal, la mielinizacién, la sinaptogénesis y génesis de la glia que en el
cerebelo, estriado e hipocampo atin contindan. "**El modelo postnatal de
VPA muestra que con una sola dosis es suficiente para emular efectos de
largo plazo del TEAy, a nivel conductual, se presentan las caracteristicas
centrales del autismo ademds de comportamientos de ansiedad y depre-
sién.**

Modelo por disfunciones del sistema inmune e infecciones

prenatales

El sistema inmunolégico juega un papel importante en la patogénesis del
autismo.”* Los modelos animales que se han desarrollado para estudiarla
participacién del sistema inmunoldgico son: el virus de influenza, donde
la madre lo contrae en etapa de gestacidn; y la enfermedad de Borna, una
enfermedad viral contraida por crias recién nacidas.*** En ambos casos
los modelos conducen a que en una edad posterior las crias presentan
cambios conductuales. Estos modelos han demostrado que las crias pre-
sentan sobre todo déficits en interaccién social como conductas de juego,
conductas estereotipadas e interés de exploraciéon disminuida en la adul-
tez. Las anormalidades cerebrales encontradas son la degeneracion com-
pleta del giro dentado, el adelgazamiento de la neocorteza y la pérdida de
células de Purkinje en el cerebelo.*****¢

Pez Cebra (Danio rerio)

Este modelo de pez se encuentra muy bien caracterizado a nivel social y
genético. Tiene una gran versatilidad para estudiar el TEA, que va desde
vias moleculares asociadas con sinaptogénesis, conectividad cerebral y as-
pectos comportamentales y toxicoldgicos, permitiendo propuestas para
nuevas intervenciones terapéuticas.”’

Este modelo presenta un sélido fenotipo conductual desde la edad
tempranay hasta la adultez. Las larvas exhiben conductas sensorio-motri-
ces relativamente sencillas, definidas y estereotipadas que lo convierten
en un sistema vertebrado abierto a una revision de amplia escala genética
y quimica. Esta transparencia de su sistema tanto en larvas como en peces
adultos hace de esta especie un poderoso modelo para su uso con tecnolo-
gia de optogenética.””**

La socializaciéon es un componente esencial del pez cebra, que expresa

57



MODELOS ANIMALES: LOS ANIMALES QUE ENSENAN

58

fuertes preferencias hacia individuos de su misma especie, viven en gru-
pos de género mixto (cardumen) con jerarquias estructuradas y pueden
discriminar a los individuos con los que estin emparentados y a indivi-
duos que les son conocidos. Debido a estas caracteristicas, las perturba-
ciones en la sociabilidad son facilmente observables y aumenta ain mas el
valor de esta especie para modelar trastornos que involucren conductas
sociales."**

El modelo también se fortalece por la informacién que existe a nivel de
su genética y sobre su desarrollo. Un ejemplo de esto es que su secuencia-
cién revela una similaridad de 71 % con los genes humanos. * En un anélisis
de 858 genes humanos asociados al TEA, se encontrd que el 62% de ellos son
ortélogos (similares por un antepasado comun y que difieren por la espe-
cie).”® Aunado a estas caracteristicas genéticas, estudios sobre el desarrollo
y ablaciones cerebrales, han identificado estructuras funcionalmente ana-
logas con las deficiencias sociales relacionadas con el autismo.*

Este modelo también es apropiado para el uso de estudios farmacolé-
gicos, especialmente porque los métodos de administracién son mds sen-
cillos (inmersién en agua) ademas de que la barrera hematoencefilica de
este pez permanece incompleta hasta el 8vo dia post fertilizacién, lo que
permite una mejor penetracién de los firmacos.***

Medidas de evaluacién conductual

Existen multiples pruebas para caracterizar el fenotipo de las conductas
autistas en el pez cebra. Dentro de estas pruebas, algunas se centran en las
caracteristicas centrales del autismo y otras evaldan los sintomas de las
comorbilidades, como ansiedad, agresion, trastornos de suefio y convul-
siones.*”*® De manera general las pruebas utilizadas son la preferencia so-
cial, respuesta de evitacion, conductas agresivas (incluidas hacia el mismo
individuo) comportamiento locomotor y estereotipado y formacién de
cardumen. Todo esto implica cohesién y sentido de grupoy pertenencia, a
lavez que permite evaluar respuestas motoras y sociales.”**

Modelos farmacolégicos
MK-8o1

El MK-801 es un farmaco utilizado para inducir sintomatologia de fenoti-
po autista. Es un antagonista del receptor glutamtérgico N-metil-D aspar-
tato (NMDA) el cual estd implicado en la formacién de memoria y que en
este modelo se ha reportado una importante disminucion de la preferen-
cia social.***
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VPA

Elacido valproico (VPA), administrado de forma temprana desregula fac-
tores de transcripcién importantes para el desarrollo cerebral, senales de
transduccién y la modulacién de reguladores epigenéticos como las histo-
nas deacetilasas.” Diversos estudios reportan déficits en la conducta so-
cial, disminucién de la conducta locomotoras y conductas repetitivas
como nado en circulos.*”** Aunado a las alteraciones conductuales, bajo el
modelo VPA también se ha reportado reduccién en la expresion de 3 genes
implicados en el autismo, SHANK3a, NRXN 1y NLGN 3. ¥

C. elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo no parasito de aproximadamente 1
mm de longitud y de corto tiempo de vida.** En 1998 fue el primer organis-
mo multicelular que su genoma fue secuenciado de forma completa®, lo
que mostrd que posee un sistema nervioso muy similar a los mamiferos y
se estima que el 80% de las proteinas de este nematodo son ortélogas al hu-
mano.*****" La bioquimica basica del sistema nervioso del C. Elegans es
parecida a la de los mamiferos, ya que posee componentes sinapticos, re-
ceptores, canales idnicos y similares transportadores de vesiculas. Su sis-
tema usa neurotransmisores cldsicos como glutamato, GABA, dopamina,
serotonina y acetilcolina. No obstante, una diferencia importante de re-
saltar es que carece de canales de sodio dependientes de potencial. **** El
punto mas fuerte de este modelo es que de manera simplificada y con un
monitoreo eficiente, se puede realizar el estudio de fenotipos celulares y
moleculares, del desarrollo neuronal, asi como la conectividad y neurofi-
siologia asociadas con la genética del autismo.*

A nivel de comportamiento, este nematodo muestra variedad de com-
portamientos sociales que incluyen la agrupacién de individuos, estrate-
gias de alimentacién en grupos, apareamiento, atraccién mutua y sentido
de densidad poblacional.***® Ademas C. elegans tiene 14 pares de neuronas
sensoriales que le permiten desplegar un comportamiento de locomocién
sensorial complejo.” Estas conductas permiten realizar evaluaciones de
interaccién social y de interaccién multisensorial, lo que es de gran valor
para el estudio del TEA, ya que una de las grandes discapacidades de las
personas que padecen autismo es la integracion y modulacién de estimu-
los sensoriales.*

Genes relacionados con el autismo
En este modelo se pueden estudiar una gran variedad de genes ortélogos
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asociados al autismo, a la vez que los datos se pueden contrastar con mo-
delos de roedores y con estudios en humanos. Entre ellos se encuentran:
neuroliguinas(NLGN1), neurexinas(NRXN1), Shank3 y NBEA.>**

Xenopus laevis

El organismo Xenopus es un tetrapodo que en términos de su fisiologia,
desarrollo de 6rganos, y expresion genética se acerca evolutivamente a los
vertebrados mas que cualquier otro modelo acudtico.®*** Este modelo es
muy Gtil para investigar embriogénesis, desarrollo de 6rganos, expresién
genética y fisiologia. La facilidad con la que se pueden realizar interven-
ciones moleculares en el modelo de Xenopus ha contribuido significativa-
mente a la comprensién del desarrollo cerebral.®

La principal contribucién de este modelo hacia el autismo ha sido con
el uso del acido valproico (VPA), que como se menciond anteriormente
afecta el desarrollo a multiples niveles: sindptico, celular, de circuitos y
comportamiento.” Asi, el modelo Xenopus toma ventaja para expandir la
comprension de los cambios celulares basicos y de los circuitos afectados
inducidos por el VPA.

En este modelo se reporta que las larvas son expuestas al VPA en las
etapas 42-49, lo que corresponde al periodo en que el circuito retinotectal
es establecidoy experimenta un refinamiento dependiente de la actividad
de crecimiento junto con grandes cantidades de proliferacién y diferen-
ciacién neuronal.” Dentro de las afectaciones reportadas tras la adminis-
tracién de VPA, se encuentra el incremento de conectividad sindpticayla
disminucién de excitabilidad intrinseca ¢, lo cual es consistente con los
hallazgos en los modelos de roedor.*** También se reporta que en larvas
VPA las neuronas del téctum dptico (equivalente al coliculo superior en
mamiferos) disparan un menor nimero de potenciales de accién.®” A nivel
conductual se reportan alteraciones en la socializacion, ya que en los suje-
tos control las larvas se mantienen en grupos, mientras que las larvas VPA
permanecen distribuidas y mantienen mayor distancia con los demas
miembros.*”

Drosophila melanogaster

Este modelo ha sido usado para la revision e identificacién de genes que
conducen al fenotipo autista, permitiendo conocer las consecuencias de
alteraciones genéticas con una mayor comprension de los mecanismos
moleculares subyacentes a este trastorno y relacionados a las funciones
simpaticas y de plasticidad.®**”*® A continuacién, se mencionan los genes
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mas representativos que se han estudiado en este modelo asociados al
TEA.

dfmr1

Este gen juega un papel central en la plasticidad sindptica. En mutantes
con la eliminacién de este gen se presenta un mayor crecimiento sinapti-
co”, déficits de memoria, de aprendizaje asociativo’”", alteracién de rit-
mos circadicos” e incremento en conductas de aseo, lo que equivaldria al
acicalamiento en roedores.”

Neurexinas y Neuroliginas

Estas proteinas median el desarrollo sindpticoy se han visto implicadas en
el autismo. Los mutantes de Drosophila con la eliminacién de dNlgs y dNrx
resultan con defectos en el desarrollo de las sinapsis neuromusculares,
como son alteraciones en el nimero de botones sindpticos, estructura
aberrante pre y post sinaptica y transmisién sindptica afectada.””>"

Shank

La familia de proteinas Shank estan implicadas en regular la morfologiay
maduracién sinaptica. El modelo de Drosophila solo cuenta con un ortdlo-
go paraesta familia de proteinas, que esllamado Prosap/Shank. Estos mu-
tantes con eliminacién de Shank presentan una reduccién del 24% en
botones sindpticos y un nimero excesivamente grande de estructuras si-
népticas inmaduras.**”

Red dopaminérgica

Los desajustes en la red dopaminérgica se han asociado a alteraciones ce-
rebrales que pueden conducir al TEA”*””*°y se han observado mutaciones
en los genes implicados en su sefializacién, como el DAT (el trasportador
de dopamina) en humanos. Este gen para DAT fue reconocido como
hDAT-T356M, ocasiona una disminucién en la capacidad de acumular do-
pamina a nivel intracelular debido a un incremento en el flujo de salida de
ésta. La misma mutacion se ha replicado en el modelo de Drosophila y los
animales exhiben mayor excitabilidad comparado con los controles debi-
do al incremento de niveles de dopaminay a un flujo de salida anormal de
la misma.*

Conclusiones
La neurobiologia del autismo, como de muchas otras alteraciones del de-
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sarrollo neural, se ha ido conociendo paso a paso con el trabajo en huma-
nos pero también, de manera importante, con investigaciones en diversos
modelos animales. El gran espectro de conductas autistas, que van de la
mano con subyacientes modificaciones genéticas, moleculares y morfolo-
gicas, entre otras, requiere por lo tanto de una amplia gama de modelos a
fin de que puedan estudiarse casi una a una de manera particular. Los di-
ferentes modelos animales han servido para ello, por lo que su uso en la
ciencia del autismo seguird siendo un pilar de enorme valor. Esta breve
descripciéon de modelos animales y su contribucién al conocimiento,
muestra que la similitud que tenemos con ellos hace factible que podamos
seguir teniendo acercamientos apropiados para entender cada vez mas el
trastorno, con el propdsito de poder desarrollar nuevos acercamientos te-
rapeuticos.
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Introduccion

ainvestigacion cientifica y la tecnologia son dos piezas claves para el
Lentendimiento de la funcién del cerebro, en desarrollo y maduro.

Diariamente se publican centenas de articulos cientificos de investi-
gaciones realizadas en todo el mundo sobre el cerebro, su funcién y sus
trastornos. Dada las limitaciones para el estudio de personas, una de las
estrategias que se han tenido para estudiar al cerebro son los modelos ani-
males. El uso de roedores para la investigacién en el campo o area de las
neurociencias es esencial para generar conocimientos que ayudan a en-
tender mejor los desordenes cerebrales, y su vez, crear estrategias y/o tra-
tamientos que mejoren la calidad de vida de los individuos que viven con
alguna discapacidad cerebral. Asi en este capitulo, describiremos el uso de
larata delaboratorio como modelo animal para estudiar las enfermedades
cerebrovasculares, como el infarto cerebral y sus complicaciones motoras
(Figura 1), mediante el uso de técnicas conductuales enfocadas a la evalua-
cién de habilidades fisicas y a la deteccién de discapacidades motoras.
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Figura 1. Representacién anatémica del cerebro de rata y del humano. Ambos ce-
rebros tienen un circuito neural regulador del sistema motor (ireas resaltadas
con diferentes tonos de gris) y el infarto cerebrovascular puede afectar parcial-
mente o totalmente algunas de estas zonas impactando la funcién de las neuro-
nas ubicadas en estas dreas cerebrales.

Infarto cerebral

Elinfarto cerebral es un problema de salud publica global y una de las tres
principales causas de muerte en muchos paises alrededor del mundo,
siendo la principal causa de discapacidad en Estados Unidos (Hidalgo et
al., 2005; Cantu-Brito et al., 2011, Mendieta et al., 2018). En México, la inci-
dencia del infarto cerebral es de 230 casos por cada 100,000 habitantes
mayores a 35 afios (Cantu-Brito et al., 2011). A pesar de esto y de la gran
cantidad de recursos financieros y cientificos destinados para estudiar su
fisiopatologia y tratamientos efectivos, las secuelas pueden ser inminen-
tes e irreversibles.

Elinfarto cerebral se clasifica en dos tipos: el infarto cerebral isquémi-
coyelinfarto cerebral hemorragico. El primero es causado por un bloqueo
de una arteria (rara vez por el bloqueo de una vena), y el segundo por el
sangrado a nivel cerebral. Los infartos cerebrales isquémicos representan
aproximadamente un 85 % de los casos de infartos cerebrales, y los hemo-
rragicos representan un 15 % aproximadamente (Arauz A & Ruiz-Franco
A, 2012).



Infarto cerebral isquémico
Elinfarto cerebral isquémico puede ser transitorio o permanente depen-
diendo de la duracidn de los sintomas presentes en los pacientes, pero de
manera general, si los sintomas del evento isquémico duran menos de 60
min y hay una recuperacién espontanea, sin evidencia de dafio cerebral,
entonces se considera como transitorio (Arauz A & Ruiz-Franco A, 2012).
La fisiopatologia del infarto cerebral isquémico empieza con la oclu-
sién de un vaso sanguineo propiciando muchos eventos bioquimicos
como la formacién de radicaleslibres, procesos de inflamacién celular, de-
sequilibrio de iones que entran a la célula, entre otros, que resultan en una
disminucién de energia y la muerte de neuronas. Asi, una de las principa-
les caracteristicas del infarto cerebral isquémico es la pérdida de funcio-
nes neuroldgicas, mismas que dependen del sitio o zona del cerebro en
donde se origine el ataque isquémico. Sin embargo, alteraciones del len-
guaje, problemas visuales y debilidad corporal, son sintomas frecuente-
mente observados. Las causas de los infartos cerebrales isquémicos son
diversas, pero el mas comun es la ateroesclerosis de vasos sanguineos
grandes como la carétida. Otra causa del infarto cerebral isquémico es la
oclusién de una arteria cerebral por un émbolo originado en el corazén.
Algunas otras condiciones médicas como la diabetes o la hipertensién ar-
terial también pueden desencadenar una isquemia cerebral, y claro, exis-
ten casos en los que no es posible determinar la causa del infarto
isquémico. El tratamiento farmacoldgico es la fuente mas estudiada para
la prevencién del infarto cerebral isquémico, pero son pocas las opciones
eficaces que existen en el mercado.

Infarto cerebral hemorragico

Este tipo de infarto cerebral representa menos de 20 % de todos los casos
de enfermedades cerebrovasculares y la probabilidad de padecerlo se in-
crementa después de los 35 afios de edad. El infarto cerebral hemorragico
es consecuencia de una ruptura de la pared de unas arterias muy delgadas
y pequeiias localizadas en una region del cerebro llamada ganglios basa-
les. Tal ruptura se presenta de manera stbita con sintomas como nauseas
y vémito, pero sobre todo la deficiencia de la funcién neuroldgica sensiti-
vo-motor. El tratamiento puede ser farmacolédgico o quirtrgico, depen-
diendo, entre otras, de la edad del paciente, el tamafo y ubicacién del
hematoma (Arauz A & Ruiz-Franco A, 2012).
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Hipoxia e isquemia

Una de las causas mds comunes de dafio cerebral en infantes es la hipoxia
y la isquemia (HI) sufrida durante el nacimiento, y se estima que a nivel
mundial causa de 0.7-1.6 millones de muertes anualmente, convirtiéndose
en la causa principal de mortalidad infantil especialmente en zonas con
reducido acceso a un cuidado obstétrico avanzado (Badawi et al., 1998; Zu-
pan and Ahman, 2006). Las consecuencias de este evento dependen de la
duracién y de la intensidad del insulto al momento que se presenta, pero
generalmente, la HI severa tiene una alta mortalidad, mientras que la HI
moderada resulta en alteraciones motoras, cognitivas y conductuales, y la
HI ligera, aunque tiene una probabilidad menor de producir algin tras-
torno del desarrollo, puede causar problemas cognitivos o conductuales
tiempo después en la vida adulta del individuo (Arauz A & Ruiz-Franco A,
2012). Curiosamente, los nifos tienen un mayor riesgo de estar expuesto a
un proceso de HI durante el nacimiento comparado con las nifas. Asimis-
mo, los infantes machos tardan mds tiempo en recuperarse y se ven mas
afectados que las hembras. A pesar de esta importante diferencia biol4gi-
ca, aun se desconocen los mecanismos bioldgicos causantes de la alta fre-
cuencia y severidad de HI durante el nacimiento en los infantes machos.
Este punto es precisamente una de las razones relevantes para estudiar los
efectos de la HI sobre el cerebro utilizando modelos animales incorporan-
do machos y hembras en las investigaciones.

La isquemia se caracteriza por una reduccion del flujo sanguineo en el
cerebro. A veces, esta reduccién del flujo de sangre se presenta en todo el
cerebro (generalizada), y otras veces, se presenta en regiones especificas
del mismo (localizada), dependiendo del origen de la isquemia (Aran-
go-Davila et al., 2004; Arauz A & Ruiz-Franco A, 2012).

Al mismo tiempo, la reduccién del flujo sanguineo se acompana de
una disminucién del nivel de oxigeno en la zona afectada, a este proceso se
le conoce como hipoxia, sila reduccidn de oxigeno es parcial, o anoxia, sila
reduccion de oxigeno es total. Asi, entre mas tiempo el cerebro pasa sin
oxigeno, las consecuencias conductuales empeoran.

En este capitulo, solo nos enfocaremos a describir las pruebas conduc-
tuales mas cominmente usadas en la investigacién neurocientifica para
evaluar problemas motores asociados con traumas cerebrales que impac-
tan la vida de las personas, desde recién nacidos hasta adultos, en 4reas
tan esenciales como la caminata, el equilibrio y la coordinacién, al agarre
de objetos, el lenguaje e incluso la visién por mencionar algunos. Asi, des-
cribiremos las pruebas conductuales del laboratorio utilizadas para el es-



tudio de problemas sensoriomotores 0 motores en la rata, probablemente
el animal mas usado en la investigacién neurocientifica.

La prueba de la escalera (staircase test)

Esta prueba evaltia el uso independiente de ambas extremidades superio-
res en la rata, pero también se utiliza para evaluar la capacidad de alcance
de las mismas (Montoya et al., 1991). Por lo general, el motivador mas usa-
do en esta prueba es el cereal con sabor a chocolate o simplemente algo
dulce para facilitar la ejecucién de la conducta por parte de la rata. El reto
para la rata en esta prueba es que tiene que insertar sus patas a través de
un espacio limitado y lo suficientemente alejado para promover la exten-
sion de sus extremidades. Las piezas de comida se colocan en diferentes
escalones de la escalera, una a la vez, esto implica que la rata tiene que
coordinar sus movimientos para agarrar una pieza a la vez, las cuales es-
tan ubicadas a diferentes distancias de la misma. Esta conducta es tipica
de la rata en su ambiente natural, por lo cual se facilita la observacién y
analisis de la misma en el laboratorio. Esta prueba mide el tiempo que tar-
dalarataen tomar cada una de las piezas de comida, es decir, sila rata tie-
ne algunalesién motora que afecte sus extremidades superiores, entonces
larata tardara mas tiempo en obtener el alimento. Asimismo, se cuantifica
el namero total de piezas de comida que la rata es capaz de tomar al final
dela pruebay se compara con el grupo de animales control, es decir, aque-
llos que no tienen una lesion cerebral. Los animales con problemas senso-
riales y de destreza motora por lo general no pueden agarrar las piezas de
comida y solo terminan moviéndolas de escalén. Por el grado de dificultad
de esta prueba, los animales requieren de un pre-entrenamiento y de ser
privados de comida por unas horas antes de la prueba para incrementar su
motivacién por comer. La sensibilidad de esta prueba determina disfun-
ciones motoras a largo plazo producidas por la isquemia (C. Hobbs et al.,
2008; C. E. Hobbs & Oorschot, 2008; Schuch et al., 2016) que afecten direc-
tamente la capacidad de agarre de las ratas.

La prueba del nado (swim task-forepaw inhibition)

Esta prueba inicialmente fue descrita a principios de los afios ‘80 y los in-
vestigadores notaron que las ratas, cuando nadan, usan sus patas traseras
paraimpulsarse ylas delanteras para estabilizarse, colocandolas por deba-
jo del mentén (Matthew Derrick et al., 2009; Gémez et al., 2013). Sin em-
bargo, después de una lesién cerebral este patrén de movimiento cambia.
Por ejemplo, las ratas pueden usar las patas delanteras para impulsarse,
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ademas de estabilizarse, y esto se utiliza como un indicador de dafio cere-
bral pues la funcién motora original de las extremidades se ve alterada.
Para la realizacién de esta prueba, los animales necesitan ser entrenados
por un par de dias para aprender a nadar en una piscina rectangulary cru-
zarla por completo. Posteriormente, al tercer dia los animales realizan tres
ensayos que serviran como referencia para el analisis conductual después
delalesion. En cada prueba, se mide el nimero de veces que las ratas mue-
ven sus extremidades frontales, que suele observarse exclusivamente en
aquellas con lesion cerebral. Como en todo experimento cientifico, los da-
tos obtenidos de los animales lesionados se comparan con datos de anima-
les control, es decir, que no presentan lalesién cerebral, porlo tanto, el uso
de las extremidades se mantiene normal. Esta prueba es altamente sensi-
ble al dafio cerebral a corto y largo plazo, por lo tanto, es una prueba muy
atil para evaluar alteraciones motoras en la rata de laboratorio (M. De-
rrick, 2004; Matthew Derrick et al., 2009; Drobyshevsky et al., 2007).

La prueba de cinta adhesiva (adhesive removal test)

Aunque esta prueba originalmente se cre6 para analizar la funcion tactil
después de un dafio cerebral (Schallert & Whishaw, 1984), posteriormente
se sumo a la bateria de pruebas conductuales para estudiar alteraciones
motoras como consecuencia del infarto cerebral y la hipoxia-isquemia
(Duran-Carabali et al.,, 2017; Nijboer et al., 2010; Sanches et al., 2017). Por
consiguiente, esta prueba evaliia la funcién sensorio-motora de las extre-
midades frontales de la rata y aprovecha la conducta natural de acicala-
miento de la misma. Esta prueba consiste en colocar una pieza de cinta
adhesiva sobre la parte dorsal (superior) de ambas patas frontales de la
rata. El tamafo de la cinta adhesiva debe ser igual para cada extremidad, y
se mide el tiempo que le lleva ala rata removerla cinta desde el primer con-
tacto con ella en cada extremidad. De esta manera, se determinan las defi-
ciencias sensoriales motoras de cada extremidad por separado y juntas.
Generalmente, las ratas con una lesién unilateral en el cerebro remueven
primero la cinta adhesiva colocada en la pata asociada al lado del cerebro
que no tuvo dafo, es decir, que se mantuvo intacto. Esta prueba requiere
de un pre-entrenamiento antes de causar la lesion y se recomienda ejecu-
tar el andlisis en la misma caja de alojamiento de la rata de manera consis-
tente, tanto en la etapa del pre-entrenamiento como en la etapa de la
evaluacion, después de lalesion cerebral para evitar factores que alteran la
atencién de la rata. Como la lesién cerebral, por lo general, es unilateral
significa que el mismo animal sirve como su propio control de referencia.



Esta prueba es lo suficientemente sensible para detectar alteraciones sen-
sorio-motoras a largo plazo.

La prueba del cilindro (cylinder test)

La prueba del cilindro es una de las pruebas més sencillas para determinar
problemas espaciales y motores, no requiere de un pre-entrenamiento
(Schallert & Whishaw, 1984). Esta prueba evalda el uso espontaneo de las
cuatro extremidades de la rata, y es comtinmente usada para evaluar la
funcién cerebral después de un infarto cerebral. Esta prueba requiere de
un cilindro de plexiglas (o acrilico) suficientemente alto para evitar que la
rata escape del mismo. Se observa la conducta exploratoria de la rata y se
cuantifica el nidmero de exploraciones verticales que la rata ejecuta, ano-
tando las veces que usa sus extremidades traseras y delanteras para soste-
nerse por si misma o sobre la pared. Los animales con dafo cerebral
unilateral, comparado con animales sin lesion, presentan una asimetria
en el uso de sus extremidades frontales al explorar verticalmente el cilin-
dro. La prueba del cilindro es altamente eficiente para detectar alteracio-
nes motoras a largo plazo, y se recomienda realizarla bajo condiciones de
oscuridad (o luz roja), pues los roedores, en general, son mas propensos a
explorar en ambientes oscuros y presentan menores niveles de ansiedad
(Rachel P. Allred & Jones, 2008; Biernaskie, 2004; Hsu & Jones, 2006). Esta
prueba tampoco requiere de un pre-entrenamiento o habituacién antes de
la prueba final para reducir factores adicionales que puedan alterarla con-
ducta de la rata. Otras pruebas conductuales que evaltian parametros si-
milares son “grid walking” y “open field” (por sus nombres en Inglés).

Prueba de alcance (reaching chamber/pellet retrieval task)

Otra prueba muy util para evaluar el uso de las extremidades superiores en
ratas es la prueba de alcance, que contrario a lo que se pensaba, no es tan
diferente a la observada en primates. Esta prueba se utiliza generalmente
en modelos de lesién cerebral unilateral, es decir, cuando la lesién solo
ocurre en un lado del cerebro, ya sea izquierdo o derecho (Miklyaeva &
Whishaw, 1996). El periodo de entrenamiento de esta prueba es largo, y
para motivar al animal a ejecutar la prueba lo més eficientemente posible,
selelimita el acceso ala comida para incentivarlos el dia de la prueba. Esta
prueba requiere de una caja de plexiglas (acrilico transparente) y una ban-
deja hecha del mismo material, colocada enfrente de la pared que tiene
una ranura vertical, porla cualla rata inicamente tendrad acceso al alimen-
to. Al interior de la caja, se coloca una pared adicional que funciona como
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una divisién para bloquear el uso de una de las extremidades de la rata.
Asi, la rata utiliza la extremidad no bloqueada para alcanzar la comida. Se
cuantifica el nimero de intentos fallidos y exitosos, asi como el total de in-
tentos, que la rata ejecuta durante el tiempo de prueba para determinar
una discapacidad motora. Adicionalmente, también se puede medir el
tiempo total (latencia) desde que la rata obtiene la comida hasta que se la
termina. Los animales control no tienen lesién cerebral, pero de igual ma-
nera realizan la prueba. Este modelo animal es altamente relevante para el
estudio de la discapacidad motora en humanos debido a que la discapaci-
dad de las extremidades superiores o de las manos es comtn en pacientes
que sufrieron un infarto cerebral, y en ratas puede ser usada hasta tres me-
ses después del dafio cerebral para detectar problemas motores (R. P.
Allred et al., 2005; Rachel P. Allred & Jones, 2008; Hsu & Jones, 2006).
Otros nombres para esta prueba son “tray reaching” o “single pellet reaching”
(por sus nombres en inglés).

La prueba del rotarod (accelerated rotarod)

La prueba del rotarod fue presentada como una forma de estudiar deficien-
cias neuroldgicas (Jones & Roberts, 1968), y a principios del siglo XXI fue
adaptada para evaluar la coordinacién motora y el equilibrio en roedores
posterior a una lesion cerebral, por ejemplo, después de un infarto cere-
bral. El aparato del rotarod se compone por una barra cilindrica que gira a
una determinada velocidad. Por lo general, la velocidad de giro es lenta al
principio (4 r.p.m. = rotaciones por minuto) y gradualmente acelera hasta
40 r.p.m. en un tiempo de 3 a 5 minutos. A lo largo de esta barra cilindrica
hay divisiones, hechas de paredes de plastico, para generar hasta cinco
compartimentos, dependiendo del tamano del aparato. Cada comparti-
mento es exclusivo para una rata, y cuenta con un cronémetro indepen-
diente que se detiene cuando la rata cae del cilindro, a una altura
aproximada de 20 cm. Al final, se mide el tiempo total que la rata permane-
ce en la barra. Este sistema del rotarod es simple y muy atil como técnica
del laboratorio para detectar problemas de coordinacién motora (Chen et
al,, 2001; Biernaskie, 2004; Rojas et al., 2013). Sin importar los protocolos
particulares que cada laboratorio establece para esta prueba, todos requie-
ren el uso de varias sesiones por dia durante varios dias. El patrén de
aprendizaje tipico observado en esta prueba muestra un incremento en el
tiempo que las ratas pasan sobre el rotarod a lo largo del tiempo. La prueba
del rotarod tiene una fase de aprendizaje y una fase consolidacién del
aprendizaje, por lo tanto, es importante considerar ambas fases en la in-



terpretacion de los resultados. Aunque en humanos, atin no se cuenta con
una prueba similar para evaluar problemas motores y de coordinacién
después de unalesion cerebral, enlos roedores esta prueba es muy efectiva
para detectar deficiencias motoras después de una lesion cerebral produ-
cida por isquemia o hipoxia.

La prueba de la pasta (pasta test)

La destreza manual es generalmente afectada después de una lesién o
dafo al sistema nervioso central (Whishaw & Coles, 1996). Las ratas se va-
len de esta habilidad para manipular y conseguir alimentos, y la prueba de
la pasta esuna delas pocas pruebas efectivas para medir con precisién una
alteracién motora en las patas delanteras de las ratas. Esta prueba consiste
en observar la manipulacién estereotipada de la pasta por parte de la rata.
Al inicio, la manipulacién motora de un pedazo de pasta por parte de la
rataes asimétrica. Es decir, la rata utiliza una pata para sostener la pasta, y
la otra para moverla hacia su boca. Asi, mientras una pata agarra, la otra
guiay, conforme la pasta se consume, se hace un ajuste de la posicién fisi-
ca de ambas patas hasta que la posicidn es simétrica. Esta conducta es es-
tereotipada, es decir, todas las ratas usan la misma técnica para comer
pasta, por lo tanto, se puede evaluar una alteraciéon de la misma al medir el
numero de ajustes que la rata hace al comer la pasta, asi como el nimeroy
tipo de conductas anormales que se observen en la rata al ejecutar esta
prueba. Los animales controles presenta una transicién tipica en el consu-
mo de la pasta, es decir, de asimétrico cambian a simétrico, mientras que
los animales con lesiones cerebrales mantienen una asimetria en la forma
que sostiene la pasta mientras la consumen. Esta prueba es de las mas
simples para evaluar alteraciones sensorio-motoras de las extremidades
superiores, y no es tan desgastante como otras pruebas, un factor que pue-
de influir negativamente en la ejecucién y evaluacion de la prueba (Rachel
P. Allred et al., 2008; Tennant & Jones, 2009; Teskey et al., 2003).

Barra transversal (balance beam)

Esta prueba analizala capacidad de una rata para caminar sobre una barra
cibica delgada sin resbalarse y el tiempo en recorrerla (Hernandez &
Schallert, 1988; Kunkel-Bagden et al., 1993). Por lo general, las ratas con
problemas motores de agarre o de equilibrio se resbalan mds y les toma
mas tiempo recorrer la barra completa comparada con los animales con-
trol o sin problemas motores. Para motivar a las ratas a realizar esta prue-
ba, en el lado opuesto al punto de inicio de la barra, se coloca una caja
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negra con alimento. Si la rata cae de la barra, colocada a una altura de 25
cm, la prueba termina. Existen varios protocolos para ejecutar esta prue-
ba, pero sin importar el material con que la barra estd hecha, o la altura o
largo de la misma, el objetivo es el mismo, detectar alteraciones motoras
de las patas delanteras o traseras, o ambas mientras caminan sobre la ba-
rra (Biernaskie, 2004; Diaz et al., 2017; Drunalini Perera et al., 2014; Ro-
cha-Ferreira et al.,, 2019). Los animales con lesidn cerebral se resbalan mas
o se caen mdas comparado con los animales control. Los animales con le-
sion cerebral que silogran cruzar la barra les toma mas tiempo hacerlo con
respecto a los animales control. Esta prueba se utiliza ampliamente en las
neurociencias conductuales desde hace mucho tiempo, pero ha tomado
mayor relevancia actualmente debido a problemas motores asociados al
infarto cerebral. En nuestro laboratorio, actualmente utilizamos esta
prueba para determinar problemas cerebrales en ratas que fueron expues-
tas ala hipoxia e isquemia, durante los primeros dias neonatales, desde el
punto de vista anatdémico, fisioldgico y conductual. Este modelo animal es
relevante para determinar alteraciones motoras crénicas o a largo plazo,
asi como paralaevaluacién de tratamientos destinados a revertir este pro-
blema. Existen otros nombres para esta prueba, pero al final el objetivo es
el mismo. Algunos ejemplos son por sus nombres en inglés “foot fault” o
“beam walk”.

Apertura de la semilla de girasol (sunflower seed opening)

Las ratas son muy habiles para abrir semillas y conseguir alimento, esta
prueba analiza su capacidad de manejar objetos con sus extremidades
frontales. Sostener las semillas de girasol, para ser abiertas, requiere de un
movimiento fino y preciso controlado por el sistema motor en el sistema
nervioso central, principalmente, el cerebelo. Por ello, aquellas ratas con
deficiencias motoras no podran completar la prueba o les tomara mucho
tiempo en hacerlo. Para aumentar la motivacién de las ratas para interac-
tuar con las semillas de girasol, estas son privadas de alimento un dia an-
tes de la prueba. La prueba es individual y termina hasta que la rata abre
todas las semillas de girasol (cuatro en total), por lo general en un periodo
de 20 min, o cuando pasan 30 min, lo que ocurra primero (Rachel P. Allred
et al., 2008; Gomez et al., 2006; Kerr et al., 2013). Esta prueba es videogra-
bada para su posterior analisis. Esta prueba fue descrita por primera vez
hace mas de dos décadas (Whishaw & Coles, 1996) y actualmente, en nues-
tro laboratorio la utilizamos para detectar problemas motores inducidos



porlainflamacién durante el desarrollo. Es ficil de ejecutar especialmente
si se puede analizar a varios animales al mismo tiempo.

Vocalizaciones ultrasdnicas (ultrasonic vocalizations)
Estatécnica de laboratorio se utiliza desde hace muchos afios para el estu-
dio de la emocidn, el sistema de recompensa y el dolor, asi como la comu-
nicacién, pero también para el estudio de la conducta de juego en ratas
(Knutson et al., 2002; Scattoni et al., 2009). Los avances tecnoldgicos han
hecho maravillas con los equipos que hoy existen para la deteccién de so-
nidos ultrasénicos (>20,000 Hz) o infrasénicos (<20 Hz) que los humanos
no pueden detectar (20-20,000 Hz). La investigacién neurocientifica ha
mostrado que las ratas emiten sonidos ultrasénicos bajo actividades espe-
cificas como el juego o apareamiento, asi como bajo su estado emocional
particular como el miedo, el dolor y el placer. Actualmente, muy pocos la-
boratorios en el mundo estan decodificando el significado de las vocaliza-
ciones ultrasénicas con la finalidad de crear modelos animales que
ayuden al estudio y entendimiento de problemas del lenguaje asociados a
alteraciones cerebrales como consecuencia de una alteraciéon dela funcién
motora. Un articulo publicado recientemente en la prestigiosa revista
Science, estudid las vocalizaciones de una cepa de rata que se caracteriza
por no tener pelo (o casi nada de pelo) y por ser ciegas (conocida en inglés
como “naked mole-rat”) (Barker et al., 2021). Este estudio mostrd que esta
cepade rata se caracteriza por tener una organizacion social muy especifi-
ca, y hasta cierto punto, avanzada. La matriarca o reina es la inica hembra
que se reproduce, y el resto de los miembros de la familia, ayudan con el
cuidado de las crias. Debido a la evolucién de su organizacion social, estas
ratas tienen que aprender a comunicarse eficazmente para el reconoci-
miento grupal intra- e intersocial, la distribucién y ejecucién de labores
sociales, asi como para la prevencién de conflictos. Se ha mostrado que la
matriarca de la colonia estable un dialecto especifico usado por los miem-
bros del grupo, y que este es aprendido durante etapas tempranas del de-
sarrollo. Si hubiera un cambio de matriarca, entonces el dialecto a usarse
cambiaria también. De esta manera, esta cepa de rata podria ser utilizada
en el futuro para estudiar el lenguaje y la comunicacién después de unale-
sién cerebral (Bollen et al., 2007; Doran et al., 2015, 2019; Saucier et al.,
2008).

Conclusiones
El uso de modelos animales en la investigacién biomédica ha mejorado el
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entendimiento de decenas de trastornos del sistema nervioso, generando
en muchos casos tratamientos que ayudan a reducir los dafos generados
por los mismos. El avance de la ciencia es tan rpido y significativo que
probablemente en algunos afios el uso de la inteligencia artificial marcara
el inicio de una etapa nueva en las neurociencias y en la biomedicina. De
hecho, actualmente compaiifas como la de Nikon, especializada en mi-
croscopia, ya cuenta con sistema de inteligencia artificial enfocada al ana-
lisis celular automatizado. Asimismo, ya existen programas y equipos
capaces de analizar conductas motoras con alta precisién, pero a un costo
muy elevado. Sin lugar a duda, el analisis conductual es una de las herra-
mientas en la investigacion neurocientifica mas poderosa. Las técnicas
para el estudio de alteraciones motoras en ratas relacionadas al infarto ce-
rebral mostradas aqui son basicas y no tan caras, incluso algunas de ellas
pueden ser hechas con materiales muy simples como el caso de la prueba
delabarratransversal, la prueba de campo abiertoyla prueba delaapertu-
ra de las semillas de girasol. En las neurociencias cognitivas se vale hacer
uso de la creatividad. La idea de este capitulo fue dar una idea general de
algunas técnicas mas cominmente usadas en el laboratorio que se utili-
zan en la investigacién biomédica para el entendimiento de lesiones cere-
brales que afectan al sistema motor.
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El modelo conejo, entre la
pildora anticonceptivayla
lactancia circadiana

Mario Caba
Rubi Viveros-Contreras
Mario Daniel Caba-Flores

¢Qué tiene de especial el conejo?

or 30 anos el principal sujeto experimental de nuestro laboratorio ha
Psido el conejo. Durante los primeros 10 afos fue una mas de las tres

especies con las que realizamos experimentos: la rata blanca, la oveja
y el conejo. Pero durante los restantes 20 afios ha sido el modelo principal
de nuestro laboratorio. Se han generado articulos en revistas indizadas in-
ternacionales, nacionales, capitulos de libros y articulos de divulgacién,
aparte de Tesis de Licenciatura, Maestria y Doctorado. ;Por qué el conejo?
Hay dos grandes caracteristicas especiales en este lagomorfo, orden taxo-
némico al que pertenecen los conejos ylasliebres. La primera es que se tra-
ta de un ovulador reflejo y la segunda es que tiene un ritmo circadiano de
amamantamiento. Si, ambas cosas necesitan explicarse. ;Un ovulador re-
flejo? La mayoria de las hembras de las especies de mamiferos ovula cada
cierto periodo de tiempo. Una vez que se alcanza la madurez sexual en la
pubertad la rata de laboratorio ovula cada cuatro dias y la mujer aproxima-
damente cada 28 dias. Y asi por el resto de suvida fértil. En contraste, la co-
neja no ovula de manera regular y predecible. En realidad es mas versatil,
puede ovular en cualquier momento. Esto es, se considera que esta en “es-
tro permanente” y en el momento que un macho la estimule de manera
adecuada se inicia un proceso que trae como consecuencia que ovule apro-
ximadamente 12 horas después. Y regularmente queda embarazada. Por
esta razon la ovulacién en los mamiferos se divide en ovuladores esponta-
neos y ovuladores reflejos o inducidos. Hay otros ovuladores reflejos como
la camellay la hembra del oso negro. Pero evidentemente es mas accesible
trabajar con la coneja para estudiar este fendmeno. La mujer como ya lo
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mencioné es ovulador espontidneo. Sin embargo, en casos de excesivo es-
trés, como durante una violacién hay una liberacién masiva de hormonas
y se considera que esto puede facilitar la ovulacién (Tarin et al., 2010). Por
lo tanto, hay una alta probabilidad de generarse un embarazo. Esto ejem-
plifica que no hay una division tajante entre las dos categorias. ;Y el ritmo
de lactancia circadiana? Las excentricidades del conejo se extralimitaron
unavez que nacen los crios. Antes del parto la hembra cava una madrigue-
ra como parte de un gran nido comunal y en ella construye un nido. En
condiciones de laboratorio, donde no puede cavar un hoyo, rasca los mate-
riales que se le proporcionen, por ejemplo un conglomerado de maderay,
de esta manera, se puede ir cuantificando su intensidad de rascado. Poste-
riormente de manera paciente colecta materiales del entorno como ramas
secas, paja o papel si sele proporcionan y hace un nido. Justo antes del par-
tola oleada hormonal la induce a arrancarse el pelo del vientre de una ma-
nera compulsivay con ello culmina el nido. En el nacen los crios. La madre
no los lame, practicamente no les presta atencién y los abandona inmedia-
tamente. Los crios quedan solos, pero alrededor de 24 horas después la
madre regresa al nido para amamantarlos. Esta con ellos mds o menos 5
minutos, se va abruptamente y nuevamente regresa dentro de 24 horas
(Cabay Gonzalez-Mariscal, 2009). Estas conductas que se repiten en dicho
periodo de tiempo se llaman circadianas, del griego circa=cercay dies=dia.
Esto es, cerca del dia, no exactamente de 24 horas. Pueden ser de un poco
mas o de un poco menos de esas horas.

Ritmos circadianos en toda la naturaleza

Una forma de representar los ritmos circadianos de forma grafica, mien-
tras se mantiene el sujeto en condiciones constantes generalmente de os-
curidad, es con un actograma. Si el ritmo se “adelanta” cada dia, es decir, si
el inicio del periodo de actividad del animal cada dia es mas temprano
quiere decir que el ritmo es de menos de 24 horas. Pero si se atrasa, esto es,
sicada dia el periodo de actividad es un poco mas tarde, quiere decir que el
ritmo es de mas de 24 horas. El primer caso es comun en los roedores. En el
segundo caso, un ejemplo es nuestra especie, por eso tendemos a levantar-
nos mas tarde si tenemos la oportunidad (Fig. 1; Corona y Fernindez,
2008). Hay ritmos circadianos de temperatura, de actividad locomotora,
de secrecién de cortisol, de testosterona, etc. Por esta razén cuando nos to-
man una muestra de sangre para analizar alguna hormona o un metaboli-
to debe ser mas o menos ala misma hora. De lo contrario la concentracién
de testosterona seria diferente en la mafiana en relacién con la tarde y por



lo tanto se enmascararia el cambio que deseamos observar. Los ritmos cir-
cadianos estan en toda la naturaleza y tienen que ver con mecanismos de
relojes bioldgicos a nivel celular y con grupos especiales de células como
veremos mas adelante. Ya siendo expertos en ovuladores reflejos y en lac-
tancia circadiana podemos comenzar a hablar sobre la importancia cienti-
fica del modelo conejo. Aunque hemos trabajado en el tema de ovulacién
de la coneja, la linea principal de nuestro laboratorio en estos 20 afios ha
sido sobre lalactancia circadiana. Pero primero una historia sobre la gran
contribucién del conejo a nuestra vida —sexual-moderna.

AL

3w C g P C
L4 - = g
0 s
Luz Oscuridad Luz Oscuridad

Horas 0 12 24
|
T

o
[
N
N
H

Dial L]

Dia2 I

Dia3 |

Diaa I

Dias I

Dia 6 I

Dia7 I

Dia8 I

Dia9 I

Dia 10 I

Dia 11 I
Dia 12 I
Dia 13 I

Fig. 1. Actogramas de una especie nocturna (roedor, izquierda) y una diurna (hu-
mano, derecha). Las barras negras horizontales cada dfa indican la actividad de
los sujetos. Hasta el dia 6 estuvieron en condiciones de luz/oscuridad y posterior-
mente en oscuridad constante. Nétese como la actividad continda, pero cada dia
comienza mas temprano en el nocturno y mas tarde en el diurno. En el roedor se
trata de un periodo de menos de 24 horas y en el diurno de mas de 24 horas.

El conejo y la pildora anticonceptiva

Elconejo ha sido uno de los animales de laboratorio favoritos para realizar
investigacion, solo es superado por el raton y la rata blanca. Se utiliza para
diversos aspectos desde metabolismo de lipidos hasta la inmunologia.
Pero seguramente el drea en la que este lagomorfo ha contribuido masala
humanidad es en el aspecto reproductivo (Fischer et al., 2012; Piischel et
al., 2010). El conejo, mas concretamente “la coneja” fue uno de los modelos
clave parael desarrollo dela pildora anticonceptiva. El Dr. Gregory Pincus,
considerado uno delos padres de la primera pildora anticonceptiva, lo uti-
liz6 intensamente para estudiar la ovulaciéon e implantacidn, pero sobre
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todo para prevenirla ovulacién. La principal razén por la que se decidié uti-
lizar esta especie para estudiar el proceso de ovulacién es que resulta mas
predecible saber cuando se van a liberar los vulos después de la estimula-
cién adecuada por el macho. Por el contrario, en la rata la ovulacién ocurre
de manera espontanea y es mds dificil saber cuando va a ocurrir la ovula-
cién, sobre todo teniendo en cuenta que el proceso puede ser afectado por
diversos factores como el estrés.

Gracias al control de este proceso el Dr. Pincus se obsesioné con la ex-
perimentacion de los évulos de esta especie y llegd a hacer experimentos
pioneros para la ciencia. Llegd a crear un “conejo de probeta”. En 1934 Pin-
cus extrajo 6vulos, los fertilizd y posteriormente los regresé al atero de la
coneja (Pincus, Enzmann, 1934). Logrd obtener el primer ser “de probeta”,
un experimento trascendental en la historia de la humanidad. En reali-
dad, es hacer una fertilizacién en un recipiente de cristal, pero no desarro-
llar un nuevo ser en dicho recipiente. A partir de este logro se comenzé a
utilizar este término de que alguien era “de probeta”, en todo el mundo.
Era una provocacién para que les ensefiara el ombligo. En los afios 70’s era
un término comun, ahora pocos lo recuerdan. Pero no conforme con esto
el Dr. Pincus en 1936 realizé algo atin mds espectacular. En base a un pro-
cedimiento similar fue capaz de producir un conejo partenogénico (Pin-
cus, 1939). Esto es, extrajo 6vulos de coneja, los fertiliz, mdas bien, los
activo, sin espermatozoides y public6 que logré obtener un nuevo organis-
mo. Estamos hablando de un nuevo ser sin padre. Sin embargo, esa haza-
fia no pudo ser replicada por otros investigadores y el proceso fue llamado
“Pincogénesis”. Estos experimentos que rayan entre la ciencia de vanguar-
diayla fantasia fueron el comienzo de la fertilizacién in vitro en humanos,
actualmente de uso comiun. Ahora sabemos que si es posible que se genere
un nuevo individuo a partir de células femeninas, sin que sean fertiliza-
das, a partir de células llamadas somaticas, como fue el caso tan famoso de
la borrega escocesa “Dolly”. Esto se logré a partir de un procedimiento lla-
mado clonacién. Pero en ese momento se estaba muy lejos de la tecnologia
para lograrlo. Sin embargo, el efecto mediatico fue enorme. Era algo tan
novedoso entre la frontera de la manipulacién delavidayla ciencia ficcién
y el Dr. Pincus se gand el apodo de Dr. Frankenstein, que no era un sobre-
nombre del todo digamos respetable para un cientifico serio. Y no lo fue
parala Harvard University donde se desempefiaba como profesor asisten-
te. Su contrato no fue renovado. Pero afortunadamente creyé en sus expe-
rimentos y logrd conseguir trabajo en la Clark University en Worcester,
Massachusetts. Poco después con colegas fund la Worcester Foundation
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for Experimental Biology. La fundacién donde se realizaron experimentos
clave para el desarrollo de la pildora anticonceptiva. Se sabia que altas do-
sis de esteroides inhibian la ovulacién, pero obtenerlos era un proceso cos-
toso. Curiosamente en México la planta Dioscorea mexicana, conocida
como barbasco, resultd ser una fuente mucho méas econémica para produ-
cir lahormona progesterona. Gracias a la disponibilidad de la progestero-
na “mexicana” en 1951 el Dr. Pincus logrd inhibir la ovulacién en la conejay
comenzd una carrera por encontrar la dosis y combinacién adecuada de
esteroides, pero ahora probandola en mujeres. Paralelamente se fundé la
compafia Sintex en México que comenzd a desarrollar progestinas sinté-
ticas, mas potentes y con menos efectos secundarios que la progesterona
misma. En1951el Dr. Carl Djerassiy colegas produjeron la primera pildora
anticonceptiva con la progestina sintética, la noretisterona. Esta fue apro-
bada por la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos en 1960y
fue uno de los pilares de la revolucién sexual que cambié totalmente el
mundo. Y el conejo contribuyé a dicha revolucién.

El conejo neonato, ni desprotegido ni inmaduro

Para tratar sobre la lactancia circadiana analizaremos primero al conejo
recién nacido. Las crias de conejo son altriciales y estas se definen como
ciegos al nacimiento, con los conductos auditivos cerrados, sin pelo, con
movilidad muy limitada, inclusive no se parecen en algunas ocasiones a
los individuos adultos y requieren un largo proceso de desarrollo. El cone-
jo recién nacido es todo eso y mds, ya que también tiene cerrados los par-
pados y tampoco los necesita abiertos porque esta en ese momento en
oscuridad. En drastico contraste los corderos son crios precoces. Inmedia-
tamente que nacen ya pueden ejecutar balidos, la madre los lame intensa-
mente, lo que crea un vinculo muy fuerte de reconocimiento entre la
madre y su cria que probablemente dura toda la vida. Alrededor de una
hora después ya se pueden poner de pie y puede seguir a su madrey ala
manada que estd en movimiento constante (Poindron etal., 1994). El cone-
joneonato tiene problemas para controlar su temperatura por lo que nece-
sita estar cubierto con el material del nido, entre la paja y el pelo de la
madre y ademds en contacto permanente con sus hermanos para mante-
ner su temperatura corporal. Esto es muy diferente de otras especies altri-
cialescomolaratayelraton dondelas crias estan en el nidoyla madre esta
constantemente con ellos. Los lame, los limpia, los acarrea si se separan
del nido, se hecha sobre ellos. Y un asunto importante los amamanta cons-
tantemente. Los conejitos como vemos no tienen cuidado maternal. Tam-
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poco cuidado paternal. Estan en la oscuridad del nido protegiéndose entre
ellos, aislados de las condiciones geograficas medioambientales. Estin
protegidos de los cambios de temperatura exterior, pero también aislados
de laluz. No saben lo que es. Estan en oscuridad constante. Sin embargo,
mas o menos 24 horas después de nacer reciben una sefial de tiempo. Su
madre regresa al nido, se coloca sobre ellos y los amamanta de 3-5 minu-
tos. A fin de conservar energia durante la mayor parte del tiempo los crios
se mueven muy poco, probablemente duermen. No obstante, y desde el dia
3 después del parto comienzan a “adivinar” que la madre va a regresar. Los
conejitos muy pronto han aprendido que tienen que estar alertas, despier-
tos para cuando la madre regrese y por una razén muy importante. El que
esté dormido o aletargado tiene menos probabilidades de comer en el cor-
to periodo que estard la madre en el nido y por lo tanto puede no sobrevi-
vir. Y eso es lo que ocurre. Con un solo periodo de no comer o comer poco
estarda muy débil para el préximo regreso de la madre, teniendo en cuenta
que durante 24 horas no comera nada (Gonzalez-Mariscal et al., 2016;
Caba et al., 2008a). Y lo que es peor, no ingerira liquido, asi que estard en
grave riesgo de deshidratacién. Asi la seleccidon va operando, los mas débi-
les, que no han sido exitosos en succionar suficiente leche para soportar 24
horas, corren el riesgo de perecer. Para evitar al maximo este desenlace fa-
tal la naturaleza les ha otorgado a estos crios una herramienta poderosa:
un reloj circadiano, activado para que “suene” cada 24 horas y asi estén
listos para la llegada de la madre. Sin embargo, este reloj no es exclusivo
del conejo ni fue descubierto en ellos. Se descubrid en la rata blanca de la-
boratorio.

Sincronizacion por alimento

En 1922 Curt Richter realizé un descubrimiento curioso. Las ratas de labo-
ratorio normalmente se mantienen en 12 horas de luz y 12 horas de oscuri-
dad. Expresan ritmos circadianos como cualquier mamifero y comen
solamente en su periodo de actividad, durante la noche, ya que son noctur-
nos. Pero Richter les cambié drasticamente la condicién medioambiental,
las mantuvo en luz constante. A pesar de ello las ratas pasaban la mitad del
tiempo dormidas y la otra mitad despiertas. Lo mismo hubiera pasado si
se mantenian en oscuridad constante. En esas condiciones encontrd que
las ratas aumentaban su actividad locomotora, esto es, anticipaban el mo-
mento cuando se les proporcionaba el alimento. Esto se llamé posterior-
mente actividad anticipatoria al alimento. Parecia que se activaba un
mecanismo de reloj que les avisaba que era hora de comer. Los experimen-
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tos de Richter fueron conocidos en la literatura pero pasaron desapercibi-
dos. Sin embargo, este fenémeno de anticipar la comida est extendido en
lanaturaleza. Su primera descripcién es de principios del siglo XX. August
Forel, un entomélogo, neuroanatomista y psiquiatra suizo relata un hecho
curioso en una de sus vacaciones por los Alpes suizos. Cada mafiana mien-
tras tomaba su desayuno en el patio al aire libre, acompafnado de mermela-
da, se dio cuenta de que comenzo a ser visitado por abejas durante ese
momento. Y asi cada dia acudian mds abejas hasta que fue imposible to-
mar el desayuno afuera y decidié tomar ahora el desayuno dentro de la
casa. Intrigantemente y a pesar de que ya no habia mermelada en el patio,
las abejas continuaron llegando a la misma hora de la mafiana durante va-
rios dias. Forel en su reporte escribi6 que parecia que los animales tenian
una memoria de tiempo (zeitgeddchtnis en aleman) que les decia cuando es-
taba listo el desayuno (Antle y Silver, 2009). También a principios del siglo
XX el bidlogo aleman Hugo Berthold von Buttel-Reepen describid, igual-
mente en abejas, que estas tenfan una especie de sentido del tiempo (zeit-
sinn, en aleman) para forrajear ya que visitaban un campo de trigo
sarraceno solo en las mafianas, tinico momento del dia cuando las flores
de la planta estaban abiertas y secretaban néctar. En conjunto estas con-
ductas de las abejas y las ratas son las primeras descripciones de lo que se
llama actividad anticipatoria al alimento (AAA). Esto es, un aumento de la
actividad de los organismos anticipando la disponibilidad de un recurso
limitado, el alimento, disponible en un espacio temporal limitado y prede-
cible. Después de varios dias los animales aprenden y se establece una es-
pecie de reloj que continda “sonando” —alertando- al individuo a tener
dicho aumento de actividad a la hora determinada aun cuando el recurso
no esté disponible. En otras palabras, se establece una persistencia. Estas
conductas repetitivas tienen que ver con relojes biolégicos y mas interna-
mente, dentro de la célula, con genes reloj.

Genes reloj desde el origen dela vida

La tierra ha estado sujeta a cambios periddicos impuestos por su rotacion
sobre si misma y alrededor del sol. Por lo tanto, a lo largo de millones de
afios ha experimentado diariamente periodos de luz y de oscuridad. Cuan-
dolavida surgi6 en los mares primitivos la atmésfera era muy diferente de
cémo la conocemos ahora. Habia poca filtracién de los rayos ultravioleta
(UV) y estos son dafiinos para las células y moléculas organicas. Los dcidos
nucleicos son particularmente susceptibles a la radiacién UV y por ejem-
plo nos ocasiona mutaciones que pueden ocasionar cancer de piel. Estos
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rayos UV son parte de la luz que recibimos del sol y la mayoria de ellos son
filtrados en la capa de ozono y solo nos llega una cantidad menor. De tal
modo que el deterioro acelerado de esta capa en nuestra atmosfera se ha
convertido en un peligro y ahora se ha vuelto frecuente el uso de bloquea-
dores solares para impedir un dafio mayor a nuestra piel. El sol, el padre
sol siempre se hadicho es fuente de vida en la tierra. Gracias a suradiacién
se produce la fotosintesis, necesaria para la cadena alimenticia. Las plan-
tas buscan la luz, por ejemplo, en un bosque o en una selva se elevan cada
vez mas para obtener la mejor radiacion posible, para estar mas cerca del
sol. Sin embargo, en el caso de los organismos primitivos se cree se desa-
rrollaron mecanismos para un proceso exactamente contrario. Alejarse lo
mas posible del sol ya que destruia los organismos primitivos y sus acidos
nucleicos a consecuencia de la excesiva radiacién. El proceso de seleccién
fue favoreciendo la sobrevivencia de los organismos que tenian la habili-
dad de “predecir” las horas de mayor radiacién solar, para protegerse y so-
brevivir. Este proceso dio origen a unos genes denominados reloj. Se
denominan asi porque se trata de genes que tienen un proceso de trans-
cripcién y traduccién del dcido desoxirribonucleico, producen acido ribo-
nucleico y consecuentemente proteinas. Estas a su vez a través de un
proceso inverso son capaces de inhibir la transcripcién de sus genes. Cu-
riosamente este ciclo de transcripcién-traduccién que se demora aproxi-
madamente 24 horas, no es otra cosa mis que un reloj molecular. Estos
genes se diversificaron y se encuentran en toda la naturaleza, desde los or-
ganismos mds sencillos como las algas azul-verdes llamadas cianofitas
hasta las grandes secoyas y las ballenas, incluida por supuesto nuestra es-
pecie. A pesar de que se encuentran probablemente en todas las células de
los organismos en algunos lugares se han vuelto preponderantes, impo-
nen un ritmo sobre una estructura o un érgano particular. En el casodelos
mamiferos tenemos genes reloj en todo el cuerpo, en la piel, en el higado,
la retina, todas nuestras células tienen un reloj. Pero esto lleva el riesgo de
un caos de horarios. Exceso de relojes en todas partes. Procesos metabdli-
cos incompatibles en un mismo momento. Para ello la naturaleza decidié
que debe haber un jefe, un reloj central, denominado reloj maestro. En los
mamiferos se denomina nucleo supraquiasmatico (NSQ) en la base de
nuestro cerebro, a los lados del tercer ventriculo. Este niicleo recibe infor-
macion de nuestros nervios opticos. La retina recibe la luz de longitud azul
del espectro visible y la transforma en impulso nervioso que viaja por los
nervios opticos y le “dice” al NSQ qué es de dia 0 es de noche. Estaluz azul,
esla que emiten los aparatos electrénicos LED como computadorasy celu-
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laresy enlanoche le contintian diciendo a nuestro NSQ que es de dia. Esto
ocasiona una disrupcién en nuestra fisiologia que se ha asociado a nume-
rosas patologias desde cancer hasta trastornos emocionales. Pero por aho-
ra nos dedicaremos a otra historia. A partir de la informacién que recibe
en NSQ se genera una cadena de procesos a través de hormonas o de im-
pulsos nerviosos que le dicen a todo nuestro cuerpo que funciones debe
hacer dependiendo de si es el dia 0 la noche geogrifica. Por ejemplo, si Ud.
lee esto de dia en el mismo momento en Japén es de noche y el ntcleo estd
preparado para responder adecuadamente en ambas condiciones segin
en donde estemos ubicados. Por ejemplo, si hay que hacer funciones de
dia: locomocién, movimiento intestinal, comer, miccidn, etc., y si se deja
de recibir dicha luz azul, nuestro cerebro lo identifica como noche y orde-
na al organismo a hacer funciones contrarias como son, la disminucién de
lalocomocién, del movimiento intestinal, disminuir la temperatura, dor-
mir, sofiar. Un proceso similar ocurre por ejemplo con las plantas. Duran-
te el dia realizan fotosintesis y consumen diéxido de carbono, agua y
energia del sol y durante la tarde y noche tienen un proceso de sintesis y
crecimiento y liberan oxigeno. El sol a través de su ciclo constante ordena
a los organismos qué actividades hacer durante el dia y cuales durante la
noche. El padre sol ha gobernado la vida en la tierra desde siempre. Apro-
ximadamente cada 24 horas aparece nuevamente para reactivar la vida.
No sabiamos que tenfamos un “fragmento del sol” dentro de nuestras cé-
lulas. El descubrimiento de los genes reloj ha sido reconocido como una
investigacién importante en ciencias naturales y en el afio 2017 tres inves-
tigadores fueron reconocidos con el premio Nobel por su descubrimiento.
Sin embargo, surgi6 un competidor importante para la hegemonia del sol
y su efecto sincronizador, el alimento.

Desafio al reloj maestro

El ritmo circadiano mds evidente para nosotros es el ciclo dormir/estar
despierto. Todos los dias realizamos ambas actividades aproximadamen-
te el mismo ndmero de horas, pero bajo nuestra piel toda nuestra fisiolo-
gia es ritmica. Nuestra hormona cortisol se eleva espontineamente antes
de despertarnosyle ayuda a nuestros organismos a estar alertas, a comen-
zar nuestras actividades y nos proporciona azucar. El cortisol es un gluco-
corticoide y va al higado para que el glucégeno guardado del dia anterior
se convierta en azlcar para que podamos atender a los nifios para ir al co-
legio o correr para alcanzar el camidn parala escuela o el trabajo. Mientras
tenemos tiempo para comer en el trabajo nuestro NSQ nos ayuda a sobre-
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vivir. Su hegemonia como nuestro reloj maestro fue establecida en 1972
con base en los experimentos realizados por los doctores Robert Moore y
Stephan Zucker de manera independiente. Cuando este nticleo se lesioné
en ratas adultas el animal seguia vivo pero sus ritmos de locomocién, tem-
peraturay de la hormona corticosterona desaparecieron. Esto parece con-
tradictorio a lo que se dijo anteriormente de que todas nuestras células
tienen genes reloj. Por lo tanto, deberian seguir produciendo ritmos. Cla-
ro esta que si tienen genes reloj y tienen ritmos, pero la mayoria de los rit-
mos de estas células que les ayudan para los procesos locales, dependen de
la sefial maestra del NSQ. Si no reciben dicha sefial generalmente ya no
tienen ritmos. Se quedan “esperando” la informacién para evitar una di-
sincronia total, una orquesta en la que cada quien toque una melodia, el
caos. Estos relojes se llaman esclavos y de esta manera el organismo evita
una disincronia fisiolégica (Antle y Silver, 2009). En la Fig. 2 se ilustra el
aumento de los ritmos de locomocién, temperatura y corticosterona en el
conejo neonato en relacién con el amamantamiento diario. Un fendmeno
similar ocurre en los roedores sincronizados por alimento.

Pero el reinado indiscutible del reloj maestro y su dependencia del sol
fue severamente lastimado en 1977 por la Dra. Dorothy Krieger. Retoman-
dolos experimentos del Dr. Richter y otros investigadores sobre el curioso
fenémeno de sincronizacién por alimento, esta investigadora lesiond el
NSQ en animales sincronizados por la administracién periddica de ali-
mento. Como se recordara éste se les provee solo durante un corto tiempo
durante el dia y los animales se despiertan, aumentan su conducta loco-
motora, anticipando lallegada del mismo después de alrededor de dos se-
manas. Esta conducta evidentemente debia estar controlada por el NSQ,
pero llamaba la atencion de que ocurria a una hora diferente de los ritmos
que ya se sabia estaban controlados por dicho niicleo. Para susorpresay de
la comunidad cientifica, los animales con el NSQ lesionado continuaron
presentando la actividad anticipatoria al alimento (Caba et al., 2008b).
sQué significa esto, que hay otro reloj? En este caso, sun reloj que se
sincroniza por el alimento, en lugar de la luz como en el NSQ?
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Fig. 2. Sincronizacién por alimento en el conejo. Ritmos de Temperatura corpo-
ral, actividad locomotora y corticosterona en relacién con el momento del ama-
mantamiento a las 10 horas. Los conejitos se mantienen en oscuridad constante.
Modificado de Caba y Mendoza, 2018.

¢Un reloj sincronizado por el alimento?

El experimento de la Dra. Krieger alerté de la posibilidad de otro reloj tan
importante como el reloj maestro, en este caso sincronizado por el alimen-
to. La oportunidad de descubrir “otro reloj maestro” fue demasiado intere-
sante. Se inicié una busqueda en diversos laboratorios del mundo y no ha
concluido. El conejo neonato ha sido uno de los modelos que estan contribu-
yendo al entendimiento de este fenémeno. En nuestro laboratorio demos-
tramos que solo dos exposiciones de los conejitos a la llegada de la madre
son suficientes para que ya en el dia tres postnatal aumenten su conducta
locomotora antes de sullegada para amamantarlos. En los dias siguientes el
aumento de la actividad locomotora es mas intensa. Después de consumir
leche su actividad disminuye notoriamente y asi permanecen por las si-
guientes 21 horas cuando vuelven a mostrar aumento de actividad, esto es
AAA. Otros parametros también se sincronizan. La temperatura corporal
aumenta también durante la AAA y la hormona corticosterona. Estos au-
mentos son similares como si se acabaran de despertar, similar como en no-
sotros. La corticosterona es también un glucocorticoide y les provee glucosa
necesaria para la intensa actividad locomotora y la competencia que tienen
por acceder alos pezones de la madre para succionar. También hay cambios
en el cerebro. Utilizando una técnica que se llama inmunohistoquimica, que
se basa en la utilizacién de anticuerpos en secciones de tejido nervioso, he-
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mos logrado descubrir estructuras que se sincronizan también por el ama-
mantamiento periddico y otras que solo responden al alimento. Con esta
técnica determinamos dreas y estructuras cerebrales que se encuentren ac-
tivas en un momento determinado o que presentan ritmos. Cuando deci-
mos que una estructura estd sincronizada queremos decir que se observa
un ritmo en la misma: mayor expresion del marcador que utilizamos a un
determinado momento y menor expresion a otra hora. Si este ritmo persis-
te cuando los sujetos no ingieren alimento, cuando la madre no los ama-
mante, entonces quiere decir que dicha estructura esta sincronizada y se
dice que el ritmo persiste en ausencia del sincronizador, es decir, en ausen-
cia del alimento. Por otro lado, si la mayor o menor expresién del marcador
solo se observa cuando los sujetos comieron, pero no cuando no comen, en-
tonces decimos que solo responden al alimento. Por ejemplo, el llenado del
estdmago solo se observa cuando los sujetos comen. Si el estomago se obser-
vara lleno cuando los animales no comen entonces diriamos que se observa
una persistencia en el ritmo. Evidentemente esto no es posible con el esté-
mago. Pero siocurre en el cerebro. Y en tal caso la estructura que lo muestra
es sumamente interesante ya que nos indica que tiene un mecanismo pro-
pio o que es parte de un sistema de reloj que fue sincronizado por el alimen-
to. EINSQ es sensible a laluz y aunque si participa en la sincronizacién por
alimento no es necesario para la presencia de dicho fenémeno. Algunos na-
cleos solo muestran respuesta cuando el sujeto ingiere alimento. Pero otros
muestran claramente sincronizacion. Por ejemplo, el ntcleo dorsomedial
del hipotalamo y el bulbo olfatorio. El ntcleo dorsomedial desempefia un
papel importante en el fenémeno de AAA, pero no parece ser necesario,
igualmente el bulbo olfatorio. Esta estructura muestra ritmos vigorosos sin-
cronizados por el alimento, que persisten en su ausencia. El bulbo le sirve a
los conejitos para identificar una feromona que se libera del pezén de la ma-
dre, pero la ausencia de bulbo igualmente no es necesaria para la AAA. Di-
versos autores han analizado y lesionado diversas estructuras del sistema
nervioso y de la periferia tanto en el conejo neonato como en los roedores a
lolargo de los afos en una biisqueda incesante por ese otro reloj que desafia
al NSQ. La bsqueda ha sido infructuosa hasta ahora. Se han plateado algu-
nas alternativas. Una es que se trate de un sistema multioscilatorio que in-
volucra tanto estructuras a nivel del sistema nervioso como de la periferia
que incluye metabolitos y hormonas. Otra propuesta es que atin faltan de
analizar de manera fina estructuras en alguna parte del organismo que pue-
dan ser esenciales para la AAA (Caba y Mendoza, 2018)
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Aportaciones del conejo neonato a la sincronizacion por

alimento

Alolargo de 20 afios hemos publicado suficiente evidencia para establecer
en la literatura que el conejo neonato, con escasas manipulaciones, es un
modelo adecuado para estudiar la sincronizacién por alimento. Como se
mencioné a diferencia de los roedores, en el caso de los conejitos las mani-
pulaciones son minimas. Los sujetos se pueden sincronizar a cualquier
hora tanto del dia como de la noche y se evita el proceso de quitarles el ali-
mentoy proporcionarselos a una hora determinada del dia. No hay necesi-
dad de elloya que los conejitos comen de manera natural una sola vez cada
24 horas. Los estudios que hemos realizado en general confirman que el
modelo conejo de sincronizacién por alimento es similar al de la rata adul-
ta, con las ventajas ya explicadas. Pero atin mas, ha permitido analizar
areas cerebrales que no se han estudiado en otra especie. Especificamente
realizamos estudios recientes sobre una regién en el nticleo paraventricu-
lar (NPV) del hipotidlamo que es sumamente interesante (Caba et al.,
2020). Este niicleo tiene una larga extension y se distribuye entre la regién
anterior y medial del hipotdlamo. Sus células son muy grandes y son pro-
ductoras de las hormonas oxitocina y vasopresina. La oxitocina ha sido
muy estudiada por sus efectos periféricos, por ejemplo, en la contraccién
de la musculatura uterina durante la cépula y para la eyeccién de la leche
durante la lactancia. Sin embargo, también estd muy relacionada con la
alimentacién. Inhibe el consumo de alimento y participa activamente en
el metabolismo. Normalmente las células de oxitocina en el NPV se activan
después del consumo de alimento y una de sus acciones es parar el consu-
mo del mismo, inclusive producir la sensacién de saciedad. La mayoria de
las células del NPV al activarse liberan su contenido a la circulacién perifé-
rica a través de la Neurohipéfisis. Recientemente encontramos que una
subpoblacién de células productoras de oxitocina en la parte dorsal y pos-
terior del NPV se activan justo antes de la llegada de la madre para ama-
mantar a sus conejos. Esto indica que las células oxitocinérgicas anticipan
la llegada del alimento. Hay dos razones por las que este descubrimiento
es muy importante. Es la primera indicacién de un mecanismo de reloj
sincronizado por el alimento en células productoras de oxitocina. La se-
gunda es que dichas células se encuentran en una regién del NPV que se ha
demostrado que contiene células preganglionares del sistema nervioso
periférico simpdtico y parasimpatico. Estas células no vierten sus secre-
ciones a la circulacién periférica, como se indicé arriba, son células que
mantienen contacto indirecto a través de sinapsis con los érganos inter-
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nos inervados por el sistema vegetativo, eso es el higado, pancreas, esté-
mago, etc. Nuestra hipdtesis es que la activacién de estas células antes de
lallegada del alimento tiene un mecanismo de reloj que activa érganos pe-
riféricos para la llegada del mismo. Pueden estar activando enzimas di-
gestivas para hacer un manejo mas eficiente del alimento que estd por
llegar. Desde hace tiempo se han postulado cambios periféricos tanto hor-
monales como del metabolismo sincronizados por el alimento periédico.
Nuestro descubrimiento reciente establece una via concreta de vincula-
cién entre un oscilador central y acciones periféricas que merece ser estu-
diada en detalle. Por principio encontramos que un fenémeno similar
también se presenta en la rata, lo cual confirmala similitud del modelo co-
nejoy el delarata. Adicionalmente también hemos descubierto en el cone-
jo neonato activacién de un ntcleo en la porcién anterior del cerebro
denominado ntcleo predptico mediano. Se activa de manera muy intensa
antes del momento del amamantamiento y esto es muy interesante. Este
ntcleoyuna estructura adyacente, con la que esta estrechamente conecta-
do, el érgano vasculoso de la lamina terminalis, estan relacionados con la
homeostasis hidrica, la osmoregulacidn, el control de la temperatura cor-
poraly el alertamiento a través del ciclo vigilia/suefio. Estas regiones cere-
brales parecen estar relacionadas con el control de la gran ingesta de
liquido que realizan los conejitos cada 24 horas, el aumento de la tempera-
tura justo antes del amamantamiento y el aumento del alertamiento para
estar activos en el momento que llega la madre. Después del amamanta-
miento probablemente duermen yla activacién de este niicleo parece indi-
car también un aumento en la carga de suefio (Caba et al., 2021). Esta es
nueva evidencia en el conejo acerca de la sincronizacién por alimento que
no ha sido estudiada en otros modelos animales.

Conclusiones

La diversidad de la vida es inmensa. Cada especie tiene particularidades
especiales que han sido modeladas por millones de afos de evolucién.
Como nos ilustra la existencia de los genes reloj, toda la naturaleza com-
partimos un origen comin. Tenemos mecanismos similares y a la vez tan
diversos. Asi por ejemplo los genes reloj fueron descubiertos en la mosca
de la fruta. A causa de su corto periodo de vida se pueden obtener varias
generaciones de individuos con carga genética que va variando y por ello
es posible descubrir modificaciones y sus efectos en corto tiempo. Esto es
mucho mds dificil en organismos de periodos de vida mas largo como los
mamiferos. Y estudiarlos en humanos, por supuesto mucho mas compli-
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cado. Pero gracias a las especies con las que compartimos este mundo po-
demos aprender mucho de nosotros mismos. Los mecanismos basicos son
similares, excepto principalmente nuestra inteligencia que nos estd com-
plicando todo, hasta nuestra propia existencia.
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La ansiedad en los animalesy
el hombre

Juan Francisco Rodriguez-Landa
Jonathan Cueto-Escobedo
Caio Maximino

Introduccion
ainfinita variedad de seres vivos de todas las formas, tamafios y colo-
Lres; provenientes de ambientes tan diversos como desiertos, el fondo
de los océanos y las selvas tropicales, estamos unidos por al menos
dos cosas. La primera, como lo sugirié un inglés aficionado a criar palo-
mas, se trata de un ancestro en comin. La segunda es una influencia tan
fuerte que determina nuestra supervivencia y que ha sido la responsable
de que exista la biodiversidad que hasta hoy todavia podemos disfrutar. Se
trata de la presién de adaptarse al medio para satisfacer nuestras necesi-
dades de supervivencia. Esta necesidad es tan importante que ha hecho
que algunas especies, con el paso de los siglos, desarrollen venenos, colo-
res de camuflaje, garrasy colmillos, cada rasgo tan distinto como especia-
lizado para sobrevivir. Curiosamente, no importa que animal seas y que
“armas” hayas desarrollado, es altamente probable que las ocupes para ob-
tener o cazar tu alimento, para conseguir parejay cuidar a tus crias o para
evitar o combatir a los depredadores que amenazan con alimentarse de ti.
Si abusamos un poco con la generalizacién, todos los animales se dedican
principalmente a cuidarse, aparearse, pelear contra la competencia y huir.
Viéndolo desde este punto de vista no resulta tan extrafio que entonces, a
pesar de las enormes diferencias de unos con otros, tengamos un “softwa-
re” muy parecido para responder a las exigencias del medio. Ese “software”
trata nada menos que de las emociones.

Fue el naturalista Charles Darwin, precisamente el inglés que gustaba
de criar palomas, el que estudié detenidamente la conducta de distintas
especies y llegd ala conclusién de que todas ellas, incluido el ser humano,
poseian seis emociones basicas: sorpresa, miedo, llanto, ira, tristeza y ale-
gria. Para Darwin, la esencia de estas emociones es casila misma en todos
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los seres vivos, lo que varia enormemente es el grado de complejidad en
que las expresamos. Por ejemplo, nuestras mascotas, cComo perros y gatos,
agachan las orejas y la cola cuando estan tristes y dejan de comer para ex-
presar este abatimiento emocional mientras que, los seres humanos, al
menos algunos como Manuel Acufia, pueden expresar la misma tristeza
de maneras tan complejas al escribir poesias como el “nocturno a Rosario”.
Este es el inicio de una idea que ha ido permeando poco a poco, la idea de
que los animales experimentan emociones equivalentes a las de nosotros,
bueno al menos algunos animales. Nos es mas facil aceptar que nuestros
gatosy perros tienen emociones, a pensar que un lagarto o un pez también
las experimentan. Esto, sin temor a equivocarnos, estd relacionado con las
pocas expresiones faciales que tienen los lagartos o los peces. Pero regre-
saremos a los peces mds tarde.

Emociones y conducta, el caso de la ansiedad

Laideada Darwin sevolvid la base para el estudio de la conducta de los ani-
males. Si los animales no son “simples maquinas” como lo propuso Des-
cartes y sus conductas son originadas por procesos emocionales
semejantes a los que estan presentes en los seres humanos, entonces es
posible que estudiando las conductas particulares de los animales se pue-
dan entender estos procesos emocionales. O como solia decir Konrad Lo-
renz, uno puede obtener respuestas acerca del estado en que se encuentra
un animal siempre y cuando se le pregunte en su propio idioma. Esto no
quiere decir que tiene uno que saber aullar como un lobo o trinar como un
ave. Alo que Lorenz se referia es que poniendo a los animales en situacio-
nes especificas y observando su conducta uno puede descubrir cuales son
los mecanismos que regulan esa conducta. Fueron precisamente los estu-
dios de Lorenz junto con los de otros cientificos importantes como Niko
Tinbergen y Karl von Frish los que plantearon los cimientos de una nueva
disciplina cientifica: la etologia.

La ansiedad es una emocién comun en los seres humanos que resulta
beneficiosa para hacer frente a situaciones de reto; sin embargo, existen
factores como los estresores demasiado intensos o el uso de drogas de
abuso que alteran la ansiedad “normal” convirtiéndola en un trastorno
que deteriora la calidad de vida del individuo (Puga-Olguin et al., 2020).
Una forma util de estudiar como estos mecanismos normales se vuelven
perjudiciales es mediante la investigacién animal. Desde esta perspectiva
se han aprovechado las respuestas defensivas de los roedores para estu-
diar las bases bioldgicas de las emociones y sus trastornos como la ansie-
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dad (Boer Koolhaas, 2003; Bourin, 2015). Se sabe que algunos roedores
bloquean las entradas de sus tdneles cuando detectan el olor de un posible
depredador como una serpiente que puede entrar a los tineles. Asi, em-
piezan aempujar la tierra suelta para bloquear el tiinel. Algo muy semejan-
te sucede con los roedores de laboratorio, podemos colocarlos en una caja
llena de viruta de madera fina, de la que sobresale un electrodo que emite
una minascula descarga eléctrica que incomoda a la rata, sin lastimarla.
Es sorprendente la primera vez que observas como la rata, seguramente
molesta, sorprendida, quiza asustada, empieza a enterrar el electrodo, en
afan de esconderlo o de poner una barrera entre esa molesta cosa y ella.
Interesante, pero ;quiza es una coincidencia? no, la siguiente rata expues-
taen las mismas condiciones hacelo mismo, yla siguiente hace también lo
mismo. Sin que nadie se los haya tenido que explicar, las ratas despliegan
exactamente el mismo tipo de respuesta ante el mismo tipo de estimulo.
Aquiviene lo mas interesante, el ser humano descubrié hace anos sustan-
cias quimicas que modulan las conductas, aunque no sabia muy bien al
principio como funcionaban. Algunas de estas sustancias se conocen
como firmacos ansioliticos, como las benzodiacepinas, la mas conocida es
el diazepam. Resulta que, si antes de meter a la rata en la caja con el elec-
trodo uno le administra una dosis de diazepam, entonces, aunque la rata
toque el electrodo, el tiempo que dedicard a enterrarlo serd mucho menor
(Boer y Koolhaas, 2003), lo que se conoce como un efecto tipo ansiolitico
en este modelo experimental. Es decir, el estimulo que genera el cambio de
conducta sigue presente pero, un firmaco utilizado eficazmente en seres
humanos para tratar la ansiedad, hace que la conducta de enterramiento
desaparezca a pesar de la presencia del estimulo. Mas adelante veremos
detenidamente algunos de esos modelos para entender su utilidad en el
estudio de las bases bioldgicas de la ansiedad y de sus tratamientos.

Pero ;qué es la ansiedad?

La ansiedad es una respuesta emocional de los animales, incluido el ser hu-
mano, que se expresa ante situaciones potencialmente peligrosas o que
pueden poner en conflicto al individuo. Esta respuesta se acompafa de
reacciones vegetativas, por ejemplo, sensacion de ahogo, sudoracion excesi-
va, incremento de la frecuencia cardiaca, piloereccién, miccién frecuentey,
en algunos casos, defecacion. Ademas, también hay cambios conductuales,
que implican la hiperactividad motora y la evitacién de esos estimulos. To-
das estas respuestas aparecen mientras el estimulo estresante se encuentra
presente, pero una vez que se elimina, todas estas manifestaciones desapa-
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recen. Seguro td has experimentado estas manifestaciones de ansiedad en
repetidas ocasiones, cuando vas a presentar un examen, a conocer a una
persona, o cuando vas a una entrevista de trabajo. Esta ansiedad se conside-
ra normal y prepara al individuo para responder adecuadamente a las de-
mandas del medio y se le conoce como umbral emocional. Pero, si el
individuo carece de las estrategias para afrontar esas situaciones de apre-
mio o el estimulo es constante y de alta intensidad, se sobrepasa ese umbral
emocional y, entonces, se convierte en una ansiedad patolégica; en la cual
todas las respuestas antes mencionadas ocurren, aun en ausencia del esti-
mulo aversivo. Esto interfiere en las actividades cotidianas del individuo,
deteriorando su calidad de vida (Puga-Olguin et al., 2020), es aqui donde se
ha gestado un trastorno de ansiedad.

Pero ;como se estudia la ansiedad?

Como se menciond anteriormente, el ser humano comparte una serie de
emociones con los animales y, esas emociones van acompafnadas de res-
puestas fisioldgicas que impactan en la conducta. De esta manera, aprove-
chando esas respuestas conductuales comunes con los animales es como
se han estudiado las respuestas emocionales y conductuales ante diversos
estimulos que pueden ser potencialmente peligrosos. Particularmente,
dentro de las respuestas conductuales asociadas con la ansiedad, estin
aquellas relacionadas con la exposicién a estimulos estresantes, los cuales
en el ser humano son desencadenantes de ansiedad. Asi, tratando de re-
producir situaciones que en el ser humano pueden ser ansiogénicas, es de-
cir, que generan ansiedad, es como se han desarrollado modelos en
animales de laboratorio exponiéndolos a situaciones de conflicto, donde
la conducta se ve modificada por el contexto, pero también por firmacos o
sustancias endégenas como las hormonas; identificando asi parte de la
base neurobiolégica de la ansiedad y contribuyendo al desarrollo terapéu-
tico de este desorden emocional. A continuacién, mencionaremos algu-
nos de los principales modelos para el estudio de la ansiedad en ratas y
ratones.

Modelos murinos para el estudio de la ansiedad

Modelo de enterramiento defensivo. Este modelo tiene dos variantes que de-
sencadenan la ansiedad de los roedores. Una de ellas incluye un pequefio
electrodo que emite una descarga eléctrica y la otra tiene varias esferas de
vidrio colocadas sobre el piso de una caja; en ambos casos el piso estd cu-
bierto de una capa de viruta fina. Tanto el electrodo como las esferas fun-
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cionan como estresores para el animal. Un animal “estresado” dedica mas
tiempo a enterrar el electrodo o las pequefas esferas, mientras que anima-
les tratados con farmacos ansioliticos disminuyen la conducta de enterra-
miento (Tabla 1). Otro aspecto interesante de este modelo es que permite
apreciar diferencias en la respuesta a firmacos ansioliticos entre hembras
y machos en la conducta de enterramiento (Olvera-Herndndez y Fernan-
dez-Guasti, 2011). Las ratas hembra tratadas con firmacos que modifican
los sistemas de cerebrales de neurotransmisién GABAérgico (p.ej., diaze-
pam) y serotonérgico (p.ej., buspirona, indorenato o ipsapirona), reducen
el tiempo de enterramiento de forma mas efectiva que los machos (Fer-
nandez-Guasti y Picazo, 1990). Estas diferencias parecen estar relaciona-
das con las diferentes concentraciones de hormonas esteroides entre
hembras y machos. En las hembras se detectan concentraciones altas de
hormonas ovaricas como la progesterona en etapas particulares de su ci-
clo estral, esto se relaciona con una menor “ansiedad”, es decir, las ratas
emplean menos tiempo en enterrar el electrodo que representa un estimu-
lo aversivo. Esta menor ansiedad se ha reportado también en ratas que se
encuentran en los tltimos dias de gestacién, durante la lactancia, o cuan-
do se administran dosis especificas de progesterona o alopregnanolona
(Picazo y Fernandez-Guasti, 1995; Fernandez-Guasti y Lopez-Rubalcava,
1998), dos hormonas que se producen en los ovarios e incluso también en
el cerebro. Estas respuestas conductuales de menor ansiedad, son seme-
jantes a aquellas que ocurren en el ser humano, donde las mujeres respon-
den mais eficazmente a las terapias ansioliticas, en comparacién con los
hombres. Ademas, las mujeres que se encuentran en la fase ovulatoria de
su ciclo menstrual o en el tercer trimestre de gestacién, reportan menor
irritabilidad, inquietud y ansiedad; esto se ha relacionado con el aumento
significativo de las concentraciones plasmaticas de progesterona o estra-
diol que ocurren es esos estadios fisioldgicos.

Utilizando el modelo de enterramiento defensivo ha sido posible iden-
tificar sustancias que acttan a nivel de los sistemas de neurotransmisién
GABAérgico y serotonérgico y que producen una actividad ansiolitica, es
decir, reducen la ansiedad. Estos hallazgos han contribuido al desarrollo
de terapias farmacoldgicas para el tratamiento de los trastornos de ansie-
dad en el ser humano (Langer et al., 2020). Incluso, mediante el analisis
conductual en este modelo, se ha identificado el efecto ansiolitico produ-
cido por extractos de plantas y sus componentes quimicos que han sido
utilizados por siglos en la medicina tradicional para tratar la irritabilidad,
la ansiedad o los “nervios” (Estrada-Reyes, et al., 2013; Moniruzzaman et
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al., 2018; Borgonetti et al., 2020). Un caso particular hasido el estudio de la
planta Montanoa tomentosa, usada en las culturas mesoamericanas preco-
lombinas para el tratamiento de la ansiedad (Sollozo-Dupont et al., 2015).

Laberinto de brazos elevados. En este aparato se aprovecha la aversion na-
tural de las ratas y ratones a los espacios abiertos y altos, los cuales pueden
generar estados de ansiedad, tal como ocurre en el ser humano (p.ej., ago-
rafobia o acrofobia, miedo a los espacios abiertos o a las alturas, respecti-
vamente). Seguramente has notado que las ratas y ratones siempre
tienden a correr por las esquinas y a esconderse en los rincones. Es poco
usual ver a un ratén o a una rata caminar en medio de una habitacién o de
un patio, eso aumentaria su miedoy ansiedad. En este laberinto las ratas o
ratones estresados se esconden mds tiempo dentro de los brazos cerrados
dellaberinto, puesto que los brazos abiertos en condiciones cotidianas son
percibidos como peligro y son evitados por el animal. Pero, cuando a esos
animales se les administran sustancias con actividad ansiolitica (p.ej.,
como el diazepam o la fluoxetina) salen mas tiempo a explorar los brazos
abiertos (Tabla 1), es decir, a pesar de que el estimulo aversivo esta presen-
te, los animales se encuentran “tranquilos” y salen a encarar ese estresor.
Este cambio conductual se interpreta como un menor grado de ansiedad o
como un efecto ansiolitico (Bourin, 2015; Pinheiro et al., 2007).

De manera natural, cuando hay una baja concentracién de hormonas
ovaricas asociadas a las distintas fases del ciclo estral o cuando se les han
removido los ovarios alas ratas hembra, ellas pasan mas tiempo en los bra-
zos cerrados del laberinto, es decir, hay mayor ansiedad (Puga-Olguin et
al., 2019); pero esta ansiedad disminuye cuando aumentan las concentra-
ciones de hormonas ovaricas en estadios fisiolégicos como la ovulacién o
hacia el final de la gestacién. Estos mismos efectos se observan cuando se
administran sustancias de origen vegetal con actividad ansiolitica como
son algunos flavonoides o fitoestrogenos derivados de la soya, cuyos efec-
tos son muy parecidos a los producidos por firmacos que son clinicamen-
te eficaces para tratar la ansiedad en el ser humano como el diazepam o la
fluoxetina (Rog6z y Skuza, 2011; Rodriguez-Landa et al., 2019; 2021).

Caja de luz/oscuridad. Este aparato consta de dos compartimentos (0
pueden ser hasta tres) donde uno es de color blanco y se encuentra ilumi-
nado artificialmente, mientras que el otro u otros compartimentos son de
color negro y se mantienen oscuros. Un animal ansioso se resguardara
mas tiempo en el compartimento oscuro, el cual se asemeja mas a su ma-
driguera en condiciones naturales, y explorara muy poco tiempo el com-
partimento iluminado que le resulta aversivo y estresante. Mientras que,
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los animales no estresados o tratados con firmacos ansioliticos explora-
rdan mds tiempo el compartimento iluminado (Bourin y Hascoét, 2003). La
conducta desplegada por las ratas o ratones en esta prueba también es
sensible a los cambios en las concentraciones de hormonas ovaricas.
Cuando hay concentraciones hormonales elevadas las ratas aumentan la
exploracion del compartimento iluminado, es decir, hay una reduccién de
la ansiedad ante ese estimulo aversivo; pero un efecto contrario se observa
cuando las concentraciones hormonales se reducen significativamente
(pasan mas tiempo en el compartimento oscuro), experimentando mayor
ansiedad; esto ocurre particularmente en la fase de diestro del ciclo estral
y en el postparto (Zuluaga et al., 2005). Las ratas a las cuales se les extirpa-
ron los ovarios, en las que hay una disminuciéon de hormonas ovaricas,
permanecen mas tiempo en el compartimento oscuro (Rodriguez-Landa
et al., 2009); pero este efecto es revertido cuando se administran hormo-
nas como el estradiol y fitoestrogenos derivados de la soya (Rodri-
guez-Landa et al., 2017).

Los datos anteriores son interesantes, dado que esos mismos efectos
sobre la ansiedad también ocurren en la mujer. Cuando aumenta la con-
centracion de hormonas ovaricas durante la fase ovulatoria y en el tercer
trimestre de gestacidn reportan estados placenteros y una menor ansie-
dad; pero cuando disminuyen esas hormonas en el periodo premenstrual,
en el post parto y el climaterio, ocurren con mayor frecuencia estados de
irritabilidad, inestabilidad emocional, ansiedad y depresion, incluso pue-
den ocurrir desérdenes emocionales como el sindrome disférico pre-
menstrual y la depresion postparto (Pinna, 2020).

:Los peces se emocionan?

Regresemos a los peces. A pesar de que la acuariofilia se ha vuelto cada vez
mas popular, los perros y gatos siguen siendo las mascotas mas populares.
Quiza porque nos es mas ficil interactuar con ellos e interpretar sus emo-
ciones y, tras siglos de coevolucion, es muy probable que ellos también pue-
dan interpretar mejor nuestras intenciones y estados de animo. En cambio,
los peces nos parecen mas frios y aburridos. Esto concuerda bastante con la
“scala naturae” (escala natural) propuesta por Aristoteles en la cual se orde-
naba a los animales en los peldafios més altos de acuerdo a las capacidades
que les eran atribuidas, como el valiente y majestuoso ledn, el noble caballo,
la soberbia dguila y en los peldafios mas bajos a los animales menos afortu-
nados como cerdos, zorrillos y peces. Hasta hace poco los peces eran consi-
derados animales incapaces de sentir y expresar sus emociones, tal y como
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los ven los nifios en comparacién con los perros. Quiza esto se deba a que no
cuentan con musculos faciales en los que podamos interpretar sus emocio-
nes o no recurren a movimientos de la cola como los perros, quiza también
se deba al hecho de ser considerados animales de “sangre fria” en el sentido
mas amplio del término, aludiendo no sélo a la temperatura sino ala caren-
cia de manifestaciones conductuales asociadas a las emociones. Quiza un
ejemplo claro de como visualizamos a los peces esté en un fragmento de “La

vida es suefio” de Juan Calderén de la Barca:

“Nace el pez, que no respira,
aborto de ovas y lamas,

y apenas, bajel de escamas,
sobre las ondas se mira,
cuando a todas partes gira,
midiendo la inmensidad

de tanta capacidad

como le da el centro frio;

¢y yo, con mas albedrio,
tengo menos libertad?”

Estudiando el comportamiento de los peces

Fueron los mismos Lorenz y Tinbergen que mencionamos anteriormente
los que estudiaron la conducta de los peces y observaron que en muchos
casos ésta se regulaba por estimulos especificos (Timbergen y van Lersel,
1948). Es decir, los peces eran capaces de discriminar sefiales muy particu-
lares del medio para “decidir” si emitian o no un comportamiento especifi-
co. Asi, estudiaron los mecanismos que disparan las conductas de
apareamiento, de agresion y territorialidad de diferentes especies de pe-
ces como el combatiente siamés (Betta splendes) y el pez espinosillo (Gaste-
rosteus aculeatus).

Por otro lado, el pez cebra (Danio rerio) empezé a estudiarse debido a
que su tejido cardiaco es capaz de regenerarse después de un dafio, asi que
a los cientificos les interesé estudiarlo con la esperanza de desarrollar al-
gln tratamiento para las enfermedades cardiacas. Esto dio paso a que se
secuenciara sugenomay a que se les utilizara cada vez mds en la investiga-
cién biomédica. Ala par, los estudios de la conducta en peces se volvieron
utiles en otros aspectos. Por ejemplo, los contaminantes en los cuerpos de
agua pueden alterar los niveles de hormonas de diferentes especies de pe-
ces, como el pez beta y la carpa, por lo tanto, alteran también sus conduc-
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tas de apareamiento y agresividad. Asi, la conducta se volvié atil para
evaluar estados de salud y de contaminacién ambiental. Fue entonces
cuando, dando un paso mas, surgieron trabajos que adaptaron los mode-
los de ansiedad que se utilizan en los roedores para poder ser usados en los
peces, tomando como parametros de medicién las diferentes conductas
sugerentes de un estado de ansiedad (Egan et al., 2009). Veamos a conti-
nuacién uno de los modelos de ansiedad mas utilizado en el pez cebra.

Modelo de estanque novedoso en pez cebra. El estanque novedoso es el
equivalente a la prueba de campo abierto en roedores (Tabla 1). El funda-
mento de la prueba es muy sencillo, el pez es introducido en un estanque en
forma trapezoidal con agua a temperatura controlada. Por lo que, ante este
brusco cambio de ambiente emite una rapida respuesta defensiva que es la
de permanecer en el fondo del estanque inmévil 0 nadar pegado al suelo, lo
cual se interpreta como un estado de alerta, miedo o de ansiedad (Gerlai et
al., 2009), como ha sido interpretado en los roedores. Es después de cierto
tiempo que el pez empieza a aventurarse a subir un poco masyacercarseala
superficie del agua. Algunos investigadores han hipotetizado que esta con-
ducta es util para evitar ser blanco de los depredadores, tales como el pez
hoja (Nandus nandus) o incluso algunas aves, ya que al estar en el fondo es
mas dificil de ver, especialmente por algtin depredador que lo esté cazando
desde la superficie (Cianca et al., 2013). Entonces, en el pez cebra también se
aprovecha esta conducta defensiva para conocer su estado emocional, que
se traduce experimentalmente en cierto grado de ansiedad.

Bajo las condiciones de laboratorio se mide el tiempo que el pez per-
manece nadando cerca del fondo y el tiempo que tarda (latencia) en subir
por primera vez hasta la mitad superior del estanque, cerca de la superfi-
cie. De manera semejante alo que sucede en roedores, los peces que tienen
un estado mas parecido a la ansiedad permanecen mas tiempo nadando
en la mitad inferior del estanque y tardan mds tiempo en explorar la parte
superior, como si estuvieran mas preocupados por la posible presencia de
un depredador (Figura 1). Cuando los peces son previamente sumergidos
en agua que contenga medicamentos que son efectivos para disminuir la
ansiedad en seres humanos, los absorben y, después, cuando son coloca-
dos en el estanque novedoso se observa su cambio de comportamiento. En
este caso, los tiempos de permanencia en el fondo del estanque se reducen
y los peces empiezan a nadar mds rapidamente hacia la superficie, lo que
se interpreta como un efecto de tipo ansiolitico en el modelo de estanque
novedoso.
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Figura1. Ensuhabitad (izquierda, parte inferior) el pez cebra debe evadir a depre-
dadores como el pez hoja (Nandus nandus). Se ha propuesto que una manera de
hacerlo es quedandose quieto en el fondo o inclusive revolviendo el sedimento
mediante movimientos erraticos contra el suelo para ocultarse. Este tipo de con-
ductas defensivas han sido aprovechadas en diferentes modelos como el estan-
que novedoso (derecha) para ser utilizados como indicadores conductuales de
ansiedad. Estos indicadores se utilizan para detectar estados que han sido inter-
pretados como “parecidos” a ciertas caracteristicas del trastorno de ansiedad y los
mismos pueden ser revertidos mediante firmacos ansioliticos con eficacia com-
probada en seres humanos, tal es el caso del diazepam y la fluoxetina (Original del
Autor, Jonathan Cueto, Escobedo, 2021).

Por otro lado, las sustancias que aumentan la ansiedad en los seres hu-
manos, como la cafeina, también aumentan los indicadores conductuales
de estados tipo ansiedad en los peces, haciendo que de nuevo pasen mas
tiempo en el fondo del estanque.

Existen adaptaciones de otros modelos utilizados en roedores, por
ejemplo, esta la version acuatica de la caja de luz/oscuridad. Por otro lado,
en los peces también se ha ensayado la exposicién a estimulos relaciona-
dos con depredadores como la exposiciéon a imagenes de depredadores o a
sustancias de alarma que se liberan de las heridas de otros peces del grupo
atacados por depredadores; lo que senala la presencia de peligro (Tabla 1),
que potencialmente aumentan la ansiedad (Maximino et al., 2007; Spee-
die y Gerlai, 2008).

En general, estas adaptaciones de los modelos en roedores a los peces,
permiten el uso de varios especimenes en espacios pequefios, la obtencién
de muchos peces en una sola puesta y con un rapido desarrollo, aunado a
toda la informacién cientifica con la que ya se cuenta de esta especie. De
esta manera, los modelos de ansiedad en roedores y en el pez cebra se han
vuelto una herramienta indispensable en la investigacién de sustancias
que modifican diferentes sistemas de neurotransmision a nivel cerebral,
como el GABAérgicoy el serotonérgico (Maximino y van der Staay, 2019), y
que permitan, a largo plazo, el desarrollo de nuevos firmacos para tratar a
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la gran cantidad de personas que afio con afio sufren de algtn trastorno de
ansiedad, deteriorando significativamente su calidad de vida.

Tabla 1. Modelos de ansiedad en roedores y el pez cebra

Modelo enroedor Conducta evaluada Referencia®
Enterramiento Evitacién activa del estimulo aversivo Pinel y Treit,
defensivo (“enterramiento” del electrodo). Entre mas 1978

tiempo emplea en enterrar el electrodo, se
considera mas ansioso el roedor.

Laberinto de

Evitacién del estimulo aversivo (brazos abiertos

Pellow et al.,,

brazos elevados del laberinto). Cuando el roedor reduce el tiempo 1985

empleado en la exploracién el brazo abierto, se

considera més ansioso.
Cajadeluz Evitacién del estimulo aversivo (compartimento ~ Crawleyy
oscuridad iluminado). Entre menos explore el Goodwin, 1980

compartimento iluminado ms ansioso se
considera al roedor.

Campo abierto Evitacién de espacios abiertos (centro del campo ~ Simon et al,
abierto). Los roedores que exploran poco tiempo 1994
el centro de la caja se consideran mds ansiosos.
Modelo en pez
cebra
Estanque Evitacién del estimulo aversivo (superficie del Eganetal,
novedoso agua). Un pez considerado en un estado tipo 2009

ansiedad tarda mas tiempo en explorar la
superficie del agua y es poco el tiempo que
permanece en ese lugar.

Estanque de
luz/oscuridad

Evitacién del estimulo aversivo (compartimento
iluminado). Un pez que explora poco tiempo el
compartimento iluminado, se considera mas
ansioso que aquél que pasa mas tiempo
explorando dicho compartimento.

Maximino et
al., 2007

Imégenes de

Evitacién del estimulo aversivo (imdgenes de

Gerlaietal.,,

depredador potenciales depredadores). Un pez que despliega 2009 111
conductas como el nado en el fondo, el Ciancaetal,,
congelamiento o el nado errético, es considerado 2013
mas ansioso, que uno que no despliega
significativamente estas conductas.

Exposicién a Evitacién del estimulo aversivo (sustancias de Speediey

sustancias de
alarma

alarma obtenida de las heridas cutineas de peces
muertos). Estas sustancias aumentan conductas
como el nado en el fondo del estanque, el
congelamiento o el nado errético, lo cual sugiere
un estado tipo ansiedad del pez.

Gerlai, 2008
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Todas las conductas sefialadas suelen ser aumentadas con la aplica-
cién de un estimulo estresante y disminuidas mediante la administracién
de farmacos ansioliticos que son eficaces en el ser humano. *Las referen-
cias indican los primeros trabajos, en algunos casos la propuesta original;
sin embargo, estos modelos son ampliamente utilizados en la actualidad
en la investigacion cientifica.

Conclusiones

El andlisis del comportamiento de los animales, incluido el ser humano,
permite identificar bajo qué contextos pueden o no expresarse determina-
das conductas. En este caso, discutimos brevemente las conductas asocia-
das con estados sugerentes de ansiedad, las cuales son inherentes a todos
los animalesy pueden ser equiparables a aquellas que ocurren en el ser hu-
mano. El estudio de esas conductas ha permitido desarrollar modelos en
animales de experimentacién, para comprender y estudiar las bases neu-
robioldgicas y farmacoldgicas de la ansiedad, la participacién de las hor-
monas sexuales en el desarrollo de la ansiedad, y también sus potenciales
efectos terapéuticos, entre muchas otras cosas (Himanshu et al., 2020). Es
asi, como el estudio de las respuestas conductuales ante estimulos poten-
cialmente estresantes, peligrosos o de conflicto, que son comunes al ser
humanoy otros animales, se convierten en herramientas de investigacién
para entender la etiologia de la ansiedad, para entonces, a través de dife-
rentes manipulaciones ambientales o farmacoldgicas tratar de revertir
esas alteraciones y desarrollar tratamientos para los trastornos de ansie-
dad. No seria sorprendente que, si investigas los origenes de los trata-
mientos ansioliticos actuales, encuentres que en alguna de las fases de su
desarrollo farmacéutico fueron evaluados en uno de los modelos aqui des-
critos.
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VII

Social influences in animal
models of drug addiction:
does age matter?

Vazquez-Sanroman Dolores B.

Introduction

rug dependence in adolescence is a pressing public health issue
D and social problem (Mooney-Leber & Gould, 2018). Moreover, Sub-

stance use during adolescence has been associated with alterations
in brain structure, function, and neurocognition (Zucker et al., 2018). So-
cial influences play an important role in addiction, not only for their ca-
pacity as risk factors but also for their role as preventative factors. The
social influences as a risk factor can be catapult in the presence of stress
and peer environment that encourage substance use; conversely, strong
attachments between family members and peer environment that do not
experience drug use may protect against drug-taking and, ultimately,
drug dependence. For high-order mammals such as humans, monkeys,
and rodents, positive social interactions are rewarding such that can over-
come drug reward and(Tomek & Olive, 2018) protect from drug use. Social
influences have been an overlooked potential contributor to drug depend-
ence, particularly at an early age when the brain is undergoing rapid and
substantial changes. Evidence suggests the possibility of common under-
lying neurological mechanisms between social interactions and abuse
drugs as activating similar neural circuits involved in motivated re-
sponses (Ajonijebu, Abboussi, Russell, Mabandla, & Daniels, 2017). For in-
stance, recent studies showed the role of environment in drug effects;
presence or absence of peers, the sharing of a drug experience, and the fa-
miliarity of the peer, which interactions are made, that ultimately can reg-
ulate the development of drug-seeking behaviors (Hofford, Bond, Chow,
& Bardo, 2020). The reinforcing and rewarding effects of addictive drugs
and social influences can be determined using preclinical models
(Pelloux, Giorla, Montanari, & Baunez, 2019).
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In this chapter, we will focus on changes at the level of brain-behavior
in juvenile animal models, providing first an overview of the adolescent
brain, second, we will revise literature on social influences in drug effects,
with an emphasis on two of the most used models of addiction: drug
self-administration and conditioned place preference. Finally, we will
summarize behavioral changes in adults and adolescent animal models
when social interaction, if made available within the drug context, may fa-
cilitate, promote, and interact with the rewarding drug effects, emphasiz-
ing induced changes during adolescence.

The adolescence brain development

Adolescence represents a phase for rapid development between childhood
and adulthood, including complex social, biological, and psychological ad-
justments. The interfaces of these multidimensional factors have substan-
tial effects on adolescent development. Included in these alterations are
considerable changes in the efficacy and specialization of the adolescent
brain, marked by synaptic refinement and myelination (Cavalcante,
Barradas, & Martinez, 1991). Synaptic refinement involves decreases in the
gray matter by eliminating unnecessary and dysfunctional neural connec-
tions (Sowell, Thompson, Leonard, et al., 2004). In the early stages of life,
synaptic pruning occurs mainly in the prefrontal and temporal cortex
(Giedd, 2004) and mesolimbic structures as the striatum, thalamus, and nu-
cleus accumbens (Sowell, Thompson, Holmes, Jernigan, & Toga, 1999). The
adolescent brain also endures improved myelination, which allows the de-
velopment of functional white matter fiber tracts. As a result, the efficiency
of neural conductivity (Pfefferbaum et al., 1994; Sowell, Thompson, & Toga,
2004; Zielinski et al., 2014). Higher cortical areas after sensorimotor regions
fully mature (Brandwein et al., 2011), with frontal lobes being the final brain
structures to complete development. Evidence suggests that increased
myelination allows for more effective communication between fron-
tal-mesolimbic brain areas, facilitating a top-down cognitive control in ado-
lescence (Holland et al., 2007). Adolescence is considered a critical period
for all the neuroplasticity events that occurred and because behavioral alter-
ations are easily shaped and affected by social influences; thus, peer group
affiliation heavily impacts adolescent behaviors, including drug first use
and abuse (Cloninger, Sigvardsson, & Bohman, 1988; Evans, Goff,
Upchurch, & Grella, 2020). The neurotransmitters, receptors’ variations
and the continued transformation in neuronal and glial connections put
adolescents at a heightened risk for initiating and continuing drug use. Evi-
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dence suggests that vicissitudes in the neuronal connections, wiring in the
prefrontal regions and mesolimbic areas contribute to increased risk-tak-
ing and novelty/sensation-seeking behaviors (Chambers & Potenza, 2003).
Despite that the adolescent brain showed a higher level of plasticity and re-
silience to drug effects, continued drug use during this critical stage may in-
terrupt both the key processes and the natural course of brain development.

Social and environmental influences in drugs effects

The literature has provided ample evidence on the effects of differential
rearing conditions and social influences in the effects of different drugs of
abuse; however, the majority of these studies have been a focus on adults
animal models either for exploring in what capacity the environment can
reverse or protect from drug effects (McKenzie-Quirk & Miczek, 2008;
Solinas, Chauvet, Lafay-Chebassier, Jaafari, & Thiriet, 2020; Stairs &
Bardo, 2009; Trezza, Campolongo, & Vanderschuren, 2011; Weiss,
Hammerslag, & Bardo, 2020). Therefore, in this chapter we will discuss
three relevant points. First, social and environmental influences in adult
drug seeking and drug taking behaviors; second, whether the absence of
peers can determine the course of drug use behaviors, and by last, outline
the existent literature about the social interaction on the drug-associated
behaviors in adolescent animal models.

¢Are social isolation and harsh environments a pivotal factor

for developing an addiction?

Drug addiction is a psychiatric condition that involved the loss of control
over drug consumption compulsively and obsessively (Koob & Schulkin,
2019). Evidence suggest that vulnerability to addiction depends of specific
factors besides the age of drug initiation, and this may shift from recre-
ational consumption to abusive and addictive use. Moreover, these envi-
ronmental influences can serve as promoters or prevention strategies in
drug use and drug abuse. During the transition from recreational use to
addictive use, social influences change with inevitable variations in peer
interaction, diet, and environment (Heilig, Epstein, Nader, & Shaham,
2016; Vazquez-Sanroman, Arlington Wilson, & Bardo, 2021). In humans,
drug addiction leads to social isolation and exclusion. Therefore, animal
models where different environmental conditions and peer interaction
are available represents a suitable model for understanding the
neurobiological changes behind, the intersection between social interac-
tions and drug addiction. More importantly, it allows determining
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whether those social influences can modify the course of drug seeking and
drug taking behavior.

Isolation is one of the social factors associated with higher rates of
male drug use (Aloise-Young & Kaeppner, 2005). Conversely, cessation of
drug use has a better outcome when the recovery user have access to social
support from relatives or friends (Pettersen et al., 2019). For instance, se-
veral studies showed that environmental enrichment protects against
drug self-administration initiation in rats (Gipson, Beckmann, EI-Marag-
hi, Marusich, & Bardo, 2011; Hofford, Chow, Beckmann, & Bardo, 2017).
Social isolation is considered aversive and, with profound adverse effects
on mental and physical health (Begni et al., 2020).

Early life adversity is a known risk factor on mental disorders and
tends to interfere with the normal brain development. Indeed, Adverse
childhood experiences that involved social, environmental and household
neglect catalyze the development of mental health disorders such as an-
xiety or substance abuse in humans (Jaffee, Hanscombe, Haworth, Davis,
& Plomin, 2012).

Interesting enough, in both humans and laboratory animals, hostile
social interactions and social isolation indorse drug self-administration
and relapse, while increasing social interactions tend to be protective and
in some used as a preventative approach (Bardo & Dwoskin, 2004; Bardo,
Klebaur, Valone, & Deaton, 2001; Gipson, Beckmann, et al., 2011; Green,
Gehrke, & Bardo, 2002). Socially isolated rats are also more sensitive to
non-drug reinforcers such as visual novelty and palatable food (Cain,
Green, & Bardo, 2006; Slaker, Barnes, Sorg, & Grimm, 2016).

In these periclinal studies, positive and increasing social usually invol-
ve experimenter-controlled enriched home cage environments or highly
neglected environments. A widely studied model of social interactions,
peer interactions and early life adversity involved different rearing condi-
tions where rats are house in either an isolated condition (IC), a social con-
dition (SC), or an enriched condition (EC) that consists of both social
peers and novel objects (Hofford et al., 2017; van Praag, Kempermann, &
Gage, 2000). Typically, EC consists of housing animals in larger cages
with multiple toys, burrowing tunnels, and wire mesh walls for climbing,
all together provides a socially and physically stimulus-rich environment.
In contrast, isolation rearing involves rats under conditions of isolation,
which rats are single housed in a cage from the time of weaning until the
experimental date. These enriched and isolated environments are rele-
vant to a spectrum of important neurobiological and neurodevelopment
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events that relate to early experiences and potential behavioral dysfunc-
tions. Beyond the enhanced sensitivity to drug and non-drug reinforcers,
these factors singly or collectively alter both the behavior and neurobio-
logy of differentially reared rats (Mumtaz, Khan, Zubair, & Dehpour,
2018).

Drug use disorders often involved deficits in the capacity to efficiently
process reward-related information, or override reward-controlled beha-
vior, especially when the ultimate behavioral goal is in struggle with aver-
sive or instant outcomes (Winstanley, Olausson, Taylor, & Jentsch, 2010).
Therefore, the deficit in behavioral flexibility and impulse control repre-
sents a behavioral construct that propels addiction, as behavior becomes
progressively driven by drugs and drug-associated cues. The isolated con-
dition/environment represents a suitable model for understanding im-
pulsivity traits observed in humans, but also, the defective social
experiences under an isolated environment emulates abandonment, and
neglect, especially during early stages of life what increases an individual’s
risk of developing drug addiction. In rats, there is a critical period during
which social isolation has the most profound and often irreversible ef-
fects, which begins during the earliest stage of adolescence immediately
after weaning (typically postnatal day 21 [P21]) and extends through mida-
dolescence (~P40-P50) (Einon & Morgan, 1977). Thus, a plethora of studies
support the relevance of social influences and early life stress as a factor
influencing drug addiction, urging to look at the neurobiological changes
occurred under isolation as an effective predictor of drug seeking and
drug taking outcomes.

Social isolation and harsh environments effects in

drug-induced reinforcement

Drugs are voluntarily taken and potentially abused because of their rein-
forcing properties. Decades of research have built up an umbrella of diffe-
rent behavioral techniques that allow us to identify the cellular and brain
mechanisms under the addiction process, recognizing the different sta-
ges that involved the expected end of understanding drug use, drug cra-
ving, and relapse. Since then, many developments in technology and
design have enhanced our understanding of the neurobiology underlying
behavioral effects of addictive drugs in classic animal models, including
psychomotor sensitization (Steketee & Kalivas, 2011), conditioned place
preference (CPP) (Russo et al., 2010), drug withdrawal (Koob, 2020), drug
discrimination (Jaramillo et al., 2018), drug self-administration (Wise &
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Koob, 2014), extinction of drug-reinforced responding (Peters, Kalivas, &
Quirk, 2009), reinstatement of Drug-seeking after extinction and incuba-
tion of drug craving after home-cage forced abstinence (Bossert, Mar-
chant, Calu, & Shaham, 2013). In this chapter book, we will outline mainly
studies that involved drug self-administration and CPP.

Self-administration models

Self-administration-based methods are commonly used in addiction re-
search. One of this model’s main advantages is the proximity and similarity
in animal drug-taking (drug consumption) compared to human drug-con-
sumption. Another benefit of using this animal model in drug abuse is in-
corporating social and environmental factors to help understand how
drug-taking behaviors are affected by those. The self-administration mod-
els can arrange base on various criteria, such as pharmacologically (e.g.,
route of administration) or behavioral (e.g., operant and non-operant); a
concise review of these models and their effects can be found at the review
by Sanchis-Segura and Spanagel (Sanchis-Segura & Spanagel, 2006).
Briefly, operant procedures refer to the response itself (e.g., frequency, rate,
latency for lever pressing), whereas non-operant methods focus on the
amount of drug consumption. The main particularity and distinctive fea-
ture of the self-administration model is based on learning contingency; this
is a sequence of predictive of reward, with an instrumental component inte-
grated, where the endpoint identifies the operant schedule that ends up in
positive reinforcement. This is when a positive reinforcer (drug of abuse) is
delivered contingently to the achievement of the schedule requirements
(e.g., lever press ratio, this is how many times an animal should press the
operant lever for receiving a drug infusion).

Conditioned place preference

The conditioned place preference (CPP) model is a standard preclinical
behavioral model utilized to study the rewarding and aversive effects of
drugs (McKendrick & Graziane, 2020). This model involves the associa-
tion of a particular environment with drug treatment, followed by the as-
sociation of a different environment with the absence of the Drug (i.e., the
Drug’s vehicle) (Bardo & Bevins, 2000). One of the most utilized CPP ex-
perimental setups consist of a three-compartment chamber where the
sides chambers are intended to have different features (e.g., white vs.
black walls, bedding, horizontal grid vs. cross-grid flooring). The middle
chamber usually is reduced inside and usually use as a transition zone,
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without any unique characteristics, and is not paired with a drug. During
conditioning (training), an animal received an injection of a drug with po-
tentially rewarding or reinforcing properties and is positioned into one of
the outer compartments for several minutes. The next day, that same ani-
mal received an injection with the vehicle and was situated in the opposite
side chamber. On the vehicle session and one session of Drug is called
pairing; usually, these pairing sessions are repeated for 3-4 days, depend-
ing on the dose and the type of drug. After that, a test session is conducted;
generally, this testis considered drug-free, this is the animals will not have
the pharmacological stimulus but will have the environmental context
where the drug was administered. The test consists of leaving the animal
in the middle compartment allowing to choose any of the chambers, time
expend in each chamber is recorded, and CCP scores are calculated. A con-
ditioned place preference (CPP) is found if the animals spend signifi-
cantly more time in the drug-paired compartment versus the
vehicle-paired compartment. The following section will review social and
environmental influences in drug-self administration and drug-induced
CPPin adults and adolescent animals.

Social and environmental influences in drug-self

administration and drug-induced cpp in adults

In rats, social isolation modifies the acute response to psychostimulants;
reports indicated that social and environmental isolation decreased acute
locomotor response to amphetamine and nicotine than group-housed an-
imals (Bardo, Bowling, et al., 1995; Bowling, Rowlett, & Bardo, 1993; Meyer
& Bardo, 2015; Somalwar et al., 2020; Watanabe, 2018). When drug admin-
istrations occurred chronically and repetitively, animals under social iso-
lation showed a more significant sensitization response, measured as
locomotor activity, to the stimulant effect of amphetamine or cocaine,
compared to the locomotor response of animals housed in an enriched en-
vironment (EC) (Bardo, Bowling, et al., 1995; Bardo, Rowlett, & Harris,
1995). Over the effect of social isolation and harsh environments in
drug-self administration models, evidence suggests that acquisition of
the operant response is accelerated in social isolated animals. Moreover,
when social isolation happens after postweaning period and last until ad-
olescence, isolated rats (IC) showed a compulsive and increase operant re-
sponse for cocaine infusions compared to EC animals. (Hofford,
Prendergast, & Bardo, 2018). Interestingly, IC rats maintain a greater
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self-administration of low unit doses of amphetamine or heroin (Bozarth,
Murray, & Wise, 1989).

Using CPP, the evidence is less consistent. Some reports show that
rats in social and environmental isolation displayed a less strong prefe-
rence for the chamber associated with amphetamine, nicotine, or opioids,
all this when compared to EC (Ewin, Kangiser, & Stairs, 2015; Shram,
Funk, Li, & Lé, 2008; Shram & L¢, 2010), but increased cocaine-induced
CPP at high dose when compared to rats housed in standard conditions
(Zakharova, Leoni, Kichko, & Izenwasser, 2009; Zakharova, Wade, & Izen-
wasser, 2009). These may suggest that social isolation changes the reward
threshold to psychostimulant effects. Also, after prolonged periods of so-
cial isolation, cognitive and affective changes are observed; remarkably,
the severity of those depends entirely on the neurodevelopmental stage
and, in some cases, due to sex differences. For instance, social isolation
initially reduces the self-administration of nicotine in males but enhances
nicotine intake during later sessions, especially in females (Peartree et al.,
2017). For example, group-housed male and female adult rats do not dis-
play CPP for social interaction (Yates, Beckmann, Meyer, & Bardo, 2013).
This and other reports then urge to understand the drug-induced CPP re-
sults in adolescent animals taking into consideration 1) the potential re-
warding effects that adolescent animals can experience after social
interaction, 2) whether social influences are present at the moment of
drug administration or within the drug-associated environment and 3)
the possible differences observed between female and male adolescents.

Social and environmental influences in drug-self

administration and drug-induced cpp in adolescents

Interactions with peers become especially important during adolescence;
social influences during this critical neurodevelopmental period provide
information about the behavioral patterns, attitudes, and values (Barker
et al., 2021). Human adolescents spend more time interacting with peers
than during any other developmental period, and these relationships pro-
vide a signi?cant source of positive experiences for adolescents (Hamil-
ton, Do, Choukas-Bradley, Ladouceur, & Silk, 2021). Similarly, adolescent
rats spend more time in social interactions than younger and older ani-
mals (Homberg, Schiepers, Schoffelmeer, Cuppen, & Vanderschuren,
2007). Social interactions in adolescent rats involved diverse social inter-
actions: play ?ghting, social investigation, grooming, boxing, mutual leak-
ing, and social contact (Pellis & Pellis, 1998). However, the isolation period
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increases the rewarding effects of social interaction, at various develop-
ment stages, with adolescent males showing the strongest preference
(Douglas, Varlinskaya, & Spear, 2004). Applied during adolescence, social
isolation impedes social play and the social competence acquired from it.
Isolation during the early stages of life can create long term changes in be-
havior. For example, studies demonstrated that social isolation during ad-
olescence disturbs rats’ ability, once adults, to assume a submissive
posture during a confrontation with a dominant rat, in addition de-
creased grooming and play behavior (Mafas-Ojeda & Ros-Bernal, 2020;
Téth, Halasz, Mikics, Barsy, & Haller, 2008). The rewarding properties of
social interactions also have been revealed by CPP (El Rawas & Saria, 2016;
Thiel, Sanabria, & Neisewander, 2009). Other reports demonstrated that
adolescent rats develop a preference for social interaction (Reppucci,
Gergely, & Bredewold, 2020). It is also demonstrated that animals showed
a successful operant behavior (lever press) only to gain the opportunity to
interact with same-age congeners (Ikemoto & Panksepp, 1992). Juvenile
rats will readily learn to cross a T-maze for the opportunity to interact with
another similar-aged rat; also, the same group demonstrated that play be-
havior was enough to induce a robust CPP response (Calcagnetti &
Schechter, 1992). Thus, the intersection between social interaction and ad-
diction should be considered in the experimental design and result inter-
pretation. Here we will discuss studies where either social or enriched
environments are made available during drug administration and discuss
if available may facilitate, promote, and interact with the drug’s effects.
We will also discuss the protective effect that social interaction provides
when offered alternatively outside the drug context. The direct influence
of peer presence on drug self-administration has shown different results,
potentially for the different experimental setups. A study showed that ad-
olescent rats would show more alcohol consumption when this comes
with social contact with same-sex peers (Tomie, Lewis, Curiotto, &
Pohorecky, 2007), suggesting that social interaction can be an incentive
for drug use. Other reports demonstrated that cocaine-induced and nico-
tine-induced CPP in adolescent rats is more robust when there is a peer as-
sociated with the drug-compartment, suggesting that a peer’s presence
increases the positive reinforcement of psychostimulants (Thiel et al.,
2009).

In self-administration models, the role of social influences has been
evaluated as well. A study examined the effects of the presence of a social
partner, in this case, a novel same-sex conspecific was presented in an ad-
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jacent compartment separated by a clear divider, and response for d-amp-
hetamine self-administration was measured (Gipson, Yates, et al., 2011),
their results showed that a presence of a peer indeed increases the
psychostimulant self-administration, however, in this study the partneris
not given the opportunity for operant behavior. With this, the social in-
fluence, peer in the neighboring box, represents a discriminative stimulus
for drug availability for the self-administering rat. A similar study uses a
clear divide with the opportunity to see, hear, and smell the peer’s presen-
ce increases nicotine self-administration (Chen, Sharp, Matta, & Wu,
2011). In addition to the previous social interactions, the divider filled with
scatter holes allows an olfactory-gustatory interaction in this study. This
remarkably increases the operant response, but they established that the
demonstrator prompts the observer to imitate the operant behavior (Chen
et al., 2011). Another novel study demonstrated that allowing social inte-
ractions during the acquisition of cocaine self-administration can be used
as a discriminative cue to induce reinstatement after extinction (Weiss et
al., 2020). In adolescent animal models of addiction, social influences may
be dependent on the strain. For instance, peer interaction experience with
morphine administrations prevents to development of morphine induced
CPPin bl/Cs7; however, when the same experimental setup was used with
BALB/C, mice showed CPP. This is because bl/Cs7is considered a more so-
cial animal than BALB/C; thus, different strains evaluating social influen-
cesin drug effects will represent closely what humans with different levels
of social context experienced (Kennedy, Panksepp, Runckel, & Lahvis,
2012). Another study by Cole et al; in 2013 demonstrated that morphi-
ne-induced CPP could be prevented by exposure to different social part-
ners; even more, despite increasing morphine doses, those animals that
experience early and continuous social experiences did not develop a pre-
ference for the drug. This remarkably suggests that exposure to different
peers and various social interactions can change the abuse potential of
opioids. One can argue that, unlike in most laboratory circumstances, in
real-life situations, drugs are rarely consumed in isolation; this is particu-
larly true at the early stages of drug use. In adolescents’ rats, drug-taking is
often. Instead, drug-taking is often indistinguishably linked to the expe-
rience of social interaction with peers (Epstein, Bang, & Botvin, 2007),
that, can exacerbate the rewarding properties of the drug episode. Precli-
nical studies support the above, where it was demonstrated that the re-
warding effects of cocaine are incremented in adolescent male rats when
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exposure to the same-sex peer occurred during the CPP (Thiel, Okun, &
Neisewander, 2008).

Concluding remarks

The above set of findings demonstrated that social influences are reward-
ing during adolescence, whether it happen concomitantly to the drug ad-
ministration or context; more importantly, social interactions can affect
vulnerability to addiction, change drug sensitivity, and abuse liability. Un-
deniable is that environmental conditions that involve higher levels of so-
cial stress contribute majorly to drug dependence, not only in the early
stages of drug use but also during the maintenance and escalation of drug
consumption. We also discuss the extensive evidence about the impor-
tance of positive and enriched social interactions for reversing and pre-
venting drug abuse. More studies should be conducted on the cellular and
molecular level to understand further the synergistic versus alternative
protective effects of social interaction reward on drug reward. To con-
clude, understanding drug and social interaction reward is necessary to
develop novel therapeutic approaches for substance-dependent individu-
als.
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Modelos de epilepsia
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¢Por qué estudiar la epilepsia en modelos animales?

sta simple pregunta puede tener varias respuestas. Por ejemplo, la pri-
E mera opcion seria porque es un problema de salud mundial, ya que es

una de las principales enfermedades neuroldgicas que aquejan al ser
humano. Una respuesta diferente podria ser, porque no es sencillo desde la
perspectiva técnica ni ética, estudiar sus causas y consecuencias en las perso-
nas que la padecen. Adicionalmente seria porque a pesar de que la epilepsia se
ha estudiado desde hace mucho tiempo, ala fecha no existe un tratamiento de
cualquier indole que la cure; lo anterior a pesar de que existen varios firmacos
(los denominados antiepilépticos) o tratamientos no farmacoldgicos orienta-
dos a la terapéutica de la epilepsia. Incluso, existen personas con epilepsia
que desarrollan resistencia al tratamiento farmacolédgico. Aunado a lo ante-
rior, una razén para seguir estudiandola es porque existen maltiples causas y
manifestaciones de las crisis epilépticas y de lo que conocemos como epilep-
sias o sindromes epilépticos (15 tipos de crisis epilépticas y 30 sindromes epi-
lépticos segtin Berg et al.,, 2010). Por dltimo, una respuesta tan importante
como las anteriores seria porque estudiar la fisiopatologia de la epilepsia nos
permite entender mejor la funcién cerebral.

Es a partir de esta reflexion, que los modelos animales para el estudio
dela epilepsia cobran un gran valor, tanto aquellos que han existido desde
hace varias décadas como los de reciente creacién. Las especies mas em-
pleadas para el estudio de la epilepsia segin un reporte de Lidster et al.
(2016) son la rata (Rattus norvegicus) y el ratén (Mus musculus). Aun cuando
estas especies se podrian considerar alejadas del humano (Homo sapiens),
la semejanza de su sistema nervioso con el nuestro permite explorar y co-
nocer los cambios en la neurofisiologia que acompafan a la epilepsia.
Cierto es, que como que escribid el fisidlogo mexicano Arturo Rosen-
blueth, “el mejor modelo material del gato, es el gato, preferentemente el
mismo gato” (Rosenblueth y Wiener, 1945). Esta frase motiva a reflexionar

135



136

que lo ideal es estudiar la epilepsia (o cualquier enfermedad) humana en
los humanos; sin embargo, esto no siempre es sencillo o posible.

Antes de iniciar especificamente con los modelos experimentales
de epilepsia, se mencionaran algunos aspectos de la enfermedad que
permitirdn una mejor comprensién de los modelos animales para su
estudio. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera que ac-
tualmente alrededor de 50 millones de personas de todo el mundo pa-
decen epilepsia, con una prevalencia que oscila entre 4 y 10 por 1000
personas; esto hace a la epilepsia la enfermedad neurolégica crénica
mads comun (https://www.who.int/health-topics/epilepsy). En una re-
visidén realizada recientemente por Noriega-Morales y Shkurovich-Bia-
lik (2020), se identificaron 6 estudios que se han llevado a cabo para
conocer la epidemiologia de la epilepsia en México. Aunque contienen
datos dispares que pueden explicarse por aspectos metodoldgicos o por
las poblaciones de estudio, todos coinciden en sugerir una alta y alar-
mante prevalencia estimada que va desde 3.9 hasta 42.2 por cada 1000
habitantes.

La Liga Internacional Contrala Epilepsia (ILAE, porlas siglasen inglés
para International League Against Epilepsy), es una organizacién conforma-
da por especialistas del area de salud, asi como investigadores basicos y
clinicos, que promueven la educacién, la investigacién y la busqueda de
tratamientos para la epilepsia. De acuerdo con la ILAE, la epilepsia es un
trastorno del cerebro caracterizado por una predisposicién crénica a ge-
nerar crisis epilépticas, con consecuencias neurobioldgicas, cognitivas,
psicoldgicas y sociales. Esta definicién implica haber presentado al menos
una crisis (Fisher et al., 2005). Sin embargo, desde el punto de vista practi-
co u operacional, la epilepsia se considera una enfermedad cerebral, defi-
nida por la presentacién de al menos dos crisis no provocadas que ocurren
con mas de 24 h de diferencia; por la presentacién de una crisis no provo-
cada y una posibilidad mayor de que otra ocurra después de dos eventos
epilépticos no provocados en los siguientes 10 afios; o bien el diagnédstico
de un sindrome epiléptico (Fisher et al., 2014).

A partir de las definiciones previas, se identifica que la principal
manifestacién de la epilepsia es precisamente la crisis epiléptica. Esta
es la aparicidn breve de signos (manifestaciones objetivas) y/o sinto-
mas (manifestaciones subjetivas) debido a la actividad neuronal anor-
mal excesiva o sincrénica en el cerebro (Fisher et al., 2017). Las crisis
epilépticas se pueden manifestar de formas diversas, lo cual dependera
de la o las regiones cerebrales afectadas, es decir, de la localizacién de
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las neuronas que presentan actividad anormal. Dichas manifestacio-
nes pueden ser motoras, sensoriales, emocionales, cognitivas o auto-
némicas (Reséndiz-Aparicio et al., 2019). Segin la localizacién
anatémica de suinicio, se pueden clasificar en focales o generalizadas,
es decir que pueden involucrar una regidén cerebral delimitada o redes
neuronales de ambos hemisferios cerebrales, respectivamente. Las cri-
sis también pueden considerarse desconocidas, cuando no se logra
identificar si suinicio es focal o generalizado (Fisher et al., 2017). Estas
pueden identificarse tanto por la conducta, como a través de estudios
electroencefalograficos o de imagen cerebral, dos de las principales he-
rramientas diagnodsticas de la epilepsia que permiten identificar cam-
bios en la funcién y estructura cerebral. Es importante tener claro que
una crisis epiléptica es un evento y que la epilepsia es la enfermedad
que implica crisis recurrentes y espontaneas, es decir no provocadas. A
partir de esta concepcion es que los modelos experimentales se consi-
deran agudos o crénicos, siendo los primeros modelos de crisis epilép-
ticas y los tltimos modelos de epilepsia como tal.

La clasificacién vigente de la epilepsia considera varios niveles para su
categorizacién que incluyen: a) el tipo de crisis epiléptica, b) el tipo de epi-
lepsia, c) el tipo de sindrome epiléptico y d) la etiologia de la enfermedad.
Los sindromes epilépticos consideran las caracteristicas de las crisis epi-
lépticas, y el hecho de que éstas dependan dela edad, la etapa delavida en
la que inicie la enfermedad y en la que remita, los desencadenantes de las
crisis, suvariacién diurna y la presencia de comorbilidades. En cuantoala
etiologia, la epilepsia puede tener un origen estructural, genético, infec-
cioso, metabdlico, inmunitario o desconocido (Scheffer et al., 2017). Se
considera que la epilepsia es adquirida cuando resulta de un atentado ini-
cial al cerebro, por ejemplo, un traumatismo craneoencefalico o una infec-
cién, a diferencia de la epilepsia genética o presumiblemente genética, en
la que modificaciones de ciertos genes la producen. Estas consideraciones
adquieren importancia cuando se quiere realizar una aproximacion expe-
rimental, pues lo deseable es que los modelos reproduzcan estas mismas
causas en los animales para mimetizar con mas exactitud lo que ocurre en
la epilepsia humana.

Desde el punto de vista neuroquimico, se ha identificado que las crisis
epilépticas ocurren debido a una “descarga epiléptica”, es decir, la pérdida
en el equilibro dindmico entre los sistemas de neurotransmisién inhibito-
rios (representados principalmente por el dcido gama-amino butirico,
GABA) y los excitatorios (mediados principalmente por el glutamato). Asi,

137



MODELOS ANIMALES: LOS ANIMALES QUE ENSENAN

138

una perturbacién entre estos sistemas promueve la hiperexcitabilidad e
hipersincronicidad neuronal distintiva de la epilepsia (Staley, 2015). Los
mecanismos celulares involucrados en esta disfuncién sindptica son mul-
tiples y no son exclusivos de los dos sistemas de neurotransmision que se
mencionan previamente. Puede haber desde cambios en la sintesis y libe-
racion de los neurotransmisores, de sus receptores, o de las moléculas im-
plicadas en su adecuado mecanismo transduccional, hasta cambios en las
conexionesy circuitos neuronales y en la respuesta de otros tipos celulares
como la glia o la microglia a dichos cambios. Entender los cambios neuro-
quimicos que ocurren en la epilepsia es por demds relevante para com-
prender la enfermedad. Mucho de lo que se sabe hasta ahora se ha
derivado de los modelos animales de epilepsia, que ya sea a través de sus-
tancias quimicas, estimulos eléctricos, o modificaciones genéticas, tratan
de provocar un desequilibrio neuroquimico que reproduzca el desarrollo
de la enfermedad.

¢Qué criterios debe cumplir un modelo animal para que sea
valido?
De acuerdo con Van der Staay (2006), un modelo animal con relevancia
biolégica y/o clinica en las neurociencias conductuales es un organismo
vivo utilizado para estudiar la relacién entre la conducta y el cerebro bajo
condiciones controladas. Su objetivo es generar conocimiento y poder
realizar hipdtesis y extrapolaciones acerca de la relacién cerebro-conduc-
ta, tanto en humanos como en otras especies diferentes ala utilizada (o en
la misma especie del modelo, pero en condiciones diferentes a las que se
realizé el estudio). Sin embargo, deben considerarse varios aspectos al
emplearlos. Por ejemplo, se deben utilizar condiciones experimentales
controladas para que los resultados sean replicables; se pretende que los
resultados y la informacién obtenida se puedan generalizar al humanooa
otras especies (un término referido como “generalizabilidad entre espe-
cies”); los hallazgos obtenidos deben poder ser extrapolados a condiciones
diferentes a aquellas en los que fueron generados; y por tltimo, los mode-
los animales deben proveer una simplificacién a un fenémeno mds com-
plejo (Van der Staay, 2006). En este contexto, el uso de animales para el
estudio de la epilepsia pretende relacionar la funcién neuronal y cerebral
anormal con su principal manifestacién, las crisis epilépticas.

Los modelos animales en neurociencias conductuales pueden ser: 1)
animales normales, es decir, sujetos que no presentan ningan déficit ob-
servable; 2) animales con déficits debido al envejecimiento, a una condi-
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cién neuroldgica enddgena y espontinea, a mutaciones, a enfermedades
genéticas, o a que se seleccionaron extremos de una poblacién especifica;
3) animales con déficits producidos experimentalmente, tales como ani-
males (principalmente ratones) transgénicos, knockout o knockin" (Doyle et
al., 2012), linajes seleccionados a partir de cruzas selectivas, alteraciones
producidas por métodos eléctricos, farmacoldgicos, por hipoxia o anoxia,
o por lesiones cerebrales por aspiracidn, ablacién, dafio criogénico, infar-
to isquémico o hemorragico (van der Staay, 2006). Precisamente, los mo-
delos de epilepsia retoman los aspectos previamente mencionados, pero
con énfasis en si representan sdlo una crisis epiléptica en un cerebro nor-
mal (que estrictamente hablando no seria una “crisis epiléptica” pues no se
presenta de forma espontanea si no inducida de forma aguda), si permi-
ten estudiar su manifestacién espontdnea (que si corresponderia a la epi-
lepsia), o bien el proceso activo que se gesta en el cerebro para el desarrollo
de la epilepsia, fenémeno referido como epileptogénesis.

Modelos de epilepsia ;qué se quiere modelar?

Como ya se menciond, la epilepsia tiene un origen multifactorial y se ma-
nifiesta con diversos sintomasy signos que dan origen alas epilepsias y los
sindromes epilépticos. Esta amplia diversidad ha dado lugar a la imple-
mentacion de diferentes modelos experimentales para poder responder
preguntas especificas. Antafo, el estudio de la epilepsia comprendié la
aplicacién de estimulacion eléctrica de regiones cerebrales especificas en
animales como el mono, el gato, el perro o los roedores, ya sea bajo condi-
ciones de anestesia profunda o en animales despiertos. Asi mismo, en es-
tas especies se realizaban aplicaciones sistémicas o intra-cerebrales de
sustancias quimicas con la finalidad de romper el equilibro excitacién-in-
hibicién necesario para el adecuado funcionamiento del sistema nervioso.
Asi, se empleaban sustancias excitadoras, tales como el dcido kainico (un

1 Los animales transgénicos son aquellos generados por la introduccién de genes exdge-
nos o secuencias de ADN (transgenes) que tipicamente se integran al genoma como una
insercién cromosémica tnica y que se pueden heredar. Los animales knockout corres-
ponden a los generados por la manipulaciéon genética de una célula madre embrionaria
para promover la pérdida de funcién de genes especificos ya sea al insertar una secuen-
cia de ADN irrelevante que altere su expresién o bien por la remocién de una secuencia
de ADN especifica. Los animales knockin se generan por la manipulacién genética de una
célula madre embrionaria en la que un sitio especifico del cromosoma se ha alterado ya
sea por una sustitucién uno a uno de la secuencia de ADN o por la adicién de una secuen-
cia de informacién genética no encontrada en el locus genético endégeno (Doyle et al.,
2012).
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agonista de receptores ionotrdpicos glutamatérgicos), y sustancias que
evitaban la actividad inhibitoria como la penicilina o el pentilentetrazol
(que interfieren con la funcion del receptor GABA,).

Incluso se desarrollaron modelos en los que se congelaba parte de la
corteza cerebral para caracterizar los cambios que se generaban en los cir-
cuitos neuronales. También, se identificaron y seleccionaron especies que
podian presentar epilepsia sin que fuera necesaria la manipulacién meca-
nica, quimica o metabdlica de su cerebro, es decir que mostraban epilepsia
de forma natural. Entre estos modelos, destacan las ratas que tienen crisis
de ausencia o audiogénicas, o incluso babuinos que presentan crisis epi-
lépticas tras estimulos luminosos especificos, es decir epilepsia fotosensi-
ble (Fisher et al., 2017; Lopez-Meraz et al., 2017). Algunos de estos modelos
se usan poco en la actualidad, o se han implementado mejoras en su em-
pleo. Posteriormente, con el desarrollo de técnicas de biologia moleculary
de la caracterizacion del genoma de varias especies animales ademas del
ratén, han surgido modelos emergentes para el estudio de la epilepsia,
mismos que emplean desde la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) y
el pez cebra (Danio rerio) hasta el nematodo Caenorhabditis elegans (Locke et
al,, 2009; Song y Tanouye, 2009; Baraban, 2009).

Los modelos experimentales de epilepsia también se han clasificado
considerando el tipo de crisis epiléptica que producen, es decir si se pro-
ducen crisis parciales o generalizadas, status epilepticus (un tipo de crisis
epiléptica de larga duracion —en experimentacién al menos de 30 min-,
por lo que se considera no autolimitada y que produce muerte de las neu-
ronas), crisis de ausencia o sila manifestacién ocurre en elhumano en una
edad especifica, tal es el caso de las crisis epilépticas por hipertermia, mas
comunes en la poblacién pediatrica (Garcia Garcia, et al, 2010). Sin embar-
go, en los siguientes parrafos nos enfocaremos a describir las categorias
de los modelos de epilepsia empleados actualmente.

Los modelos animales de epilepsia se pueden categorizar en dos gran-
des grupos: 1) Aquellos que promueven hiperexcitabilidad o una disminu-
ciéon en el umbral para producir “crisis epilépticas”. También se
denominan modelos agudos ya que se caracterizan por promover cambios
breves y rapidos en la funcién neuronal, habitualmente en un cerebro
“normal” y que ocurren en respuesta a un estimulo de diversa naturaleza,
lo que desencadena una crisis epiléptica que no persiste alolargo del tiem-
po. 2) Modelos de epilepsia, los cuales se reproducen las crisis epilépticas
espontaneas y recurrentes que se observan en la epilepsia humana, por lo
que se consideran crénicos. Los primeros se pueden generar a través de



estimulacién eléctrica, la aplicacién de sustancias quimicas, induccién de
hipoxia o por hipertermia. Se han empleado en gran medida para identifi-
car farmacos capaces de detener las crisis epilépticas, mismos que han lle-
gado a la practica clinica. Sin embargo, entre sus desventajas se
encuentran que algunos de los firmacos identificados en los modelos no
previenen o evitan la epilepsia, ni sus comorbilidades y que no se pueden
anticipar efectos adversos o téxicos observados en los seres humanos (Si-
monato et al., 2014). Para méas informacién ver la Tabla 1. Por otro lado, los
modelos de epilepsia que se consideran crénicos y que tienen una alta pro-
pensién para inducir crisis epilépticas o epileptogénesis, disminuyen el
umbral para su generacién bajo una condicién especifica provocada, pero
no de forma espontanea (Simonato et al., 2014). En esta categoria se en-
cuentran el modelo del “kindling” (eléctrico o quimico) o algunos abordajes
genéticos (Tabla 1). Una de sus ventajas es que requieren menos tiempo y
no requieren una implementacién técnica parala identificacién de la acti-
vidad epiléptica espontinea a través de videograbacién y del electroence-
falograma. Estos permiten identificar tratamientos que reduzcan la
posibilidad de presentar una crisis epiléptica, identificar el desarrollo de
crisis resistentes al tratamiento farmacolégico, o incluso pueden ser con-
venientes paraidentificar terapias ttiles para tratar otras alteraciones que
se presentan en comorbilidad con la epilepsia. Sin embargo, como ya se
menciond previamente, estos modelos no abordan la actividad epiléptica
espontanea (Simonato et al., 2014).

En 2018, un grupo de investigadores en epilepsia (Devinsky et al.,
2018) publicaron un listado de los principales modelos animales de epilep-
sia que se emplean hasta el momento y cuyos protagonistas son ratas y ra-
tones. Los autores destacan en esta clasificacion el tipo de epilepsia
modelada, asi como la causa de la epilepsia, es decir su etiologia, ya sea es-
tructural, debida a infecciones o por una causa genética (Tabla 2). La ven-
taja de estos modelos es que los roedores presentan crisis epilépticas de
forma espontanea, por lo que son ideales para estudiar los dos mecanis-
mos mas relevantes en la epilepsia: la ictogénesis y la epileptogénes (Figu-
ra 1). La ictogénesis se refiere a los cambios dindmicos responsables del
inicio, progresion y término de una crisis epiléptica; mientras que la epi-
leptogénesis es el proceso multifactorial que determina el desarrollo y ex-
tensién de tejido cerebral que genera crisis epilépticas espontineas
(Devinsky et al., 2018).
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Tabla 1. Modelos de crisis epilépticas (Adaptada de Lidster et al., 2016).

Tipo Modelo Notas

Modelos agudos de crisis epilépticas

Eléctricos Estimulacidn eléctricade 6 Hz Se genera al aplicar corriente eléctrica a
través de electrodos corneales.

Crisis por electrochoque Se aplica un estimulo eléctrico (50-150 mA,
maximo 50-60 Hz, 0.2 s) a través de electrodos
corneales o auriculares.

Quimicos Gama-hidroxibutirato (GHB) GHB es un agonista del receptor GABAg.

Pentilentetrazol (PTZ) Es un antagonista del receptor GABA,.

Pilocarpina (status epilepticus)  La pilocarpina es un agente colinérgico
agonista de los receptores muscarinicos

del tipo M1.
Acido kainico (status El 4cido kainico es un agonista de los
epilepticus) receptores ionotrépicos glutamatérgicos

tipo kainato; su activacién permite el
influjo de los iones sodio y calcio.

Modelos crénicos con alta propension para generar crisis epilépticas o epileptogénesis

Genéticos Ratén knockout D2R No expresa el receptor a dopamina tipo 2.
Ratén knockout a En2 No expresa el factor de transcripciéon En2
(Engrailed-2)
Inducidos Kindling eléctrico (corneal, Se genera tras la aplicacién continua de
hipocampal, amigdalino) estimulos eléctricos subumbrales (que no

producen crisis epilépticas) de 60 Hz que
eventualmente producen crisis epilépticas
generalizadas cada vez que se aplica.

Kindling quimico con PTZ Se produce tras la administracién repetida
142 de una dosis subumbral de PTZ que
eventualmente produce crisis epilépticas
generalizadas cada vez que se administra.

Hipoxia y/o isquemia Se genera encefalopatia debido a
hipoxia-isquemia perinatal producida por
asfixia o por oclusién de la arteria media
cerebral.

La informacién proporcionada es general, se sugiere seleccionar el modelo de interés
y posteriormente identificar la literatura que brinde los aspectos tedricos y técnicos
necesarios para su realizacion e interpretacion.
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Etica en el manejo de animales para el estudio de la epilepsia
Parte delavalidacién de un modelo animal en neurociencias implica reali-
zarlo en condiciones controladas, y dentro de este aspecto necesariamen-
te se incluye contemplar el bienestar integral del animal, es decir evitar
estados y experiencias negativas y realizar todas las acciones necesarias
para minimizar el malestar o dolor que los procedimientos propios del
modelo o su generacién pudieran producir. En el caso de los modelos de
epilepsia, éstos tienen el potencial de causar dolor, sufrimiento, malestar
y dafio a largo plazo en los animales debido al método empleado para in-
ducir la epilepsia o las crisis epilépticas, asi como las comorbilidades aso-
ciadas a éstaylas alteraciones postictales (el periodo postictal es aquel que
sigue a una crisis epiléptica) que se pueden presentar, asi como a los ins-
trumentos o procedimientos empleados para monitorear la actividad epi-
leptiforme (Lidster et al., 2016).

Por lo tanto, el uso de animales para experimentacién en epilepsia debe
apegarse a las normas éticas relacionadas con su uso, y proveer a los anima-
les de los 5 aspectos basicos para asegurar sus libertades: 1) Acceso a agua
fresca y una dieta conveniente para mantenerlos sanos, 2) Un alojamiento
adecuado que los proteja y permita su descanso 3) Medidas de prevencion,
diagnéstico y tratamiento rapido ante dolor, dafio o enfermedad, 4) Condi-
ciones que les permitan evitar miedo o angustia y 5) Instalaciones, espacioy
compaiiia de congéneres de su especie (Mellor, 2016). Al respecto de este 4l-
timo punto, es importante destacar que en aquellos modelos de epilepsia
que implican una cirugia cerebral, ya sea para la administracién intracere-
bral de farmacos o la colocacién de sondas o electrodos para recoleccién de
muestras o registros electrofisiolégicos, se deben seguir todos los protoco-
los para una cirugia de supervivencia, manejo de dolor postoperatorio, y el
animal debe alojarse de manera individual para evitar que otro congénere
pueda afectar la manipulacién realizada. Por ejemplo, en los modelos de
epilepsia por traumatismo y en aquellos que son secundarios a status epilep-
ticus, se debe atender celosamente el bienestar animal, pues en ocasiones se
requiere de la asistencia por parte del experimentador para la alimentacién
de los animales para procurar su supervivencia. Asi mismo, cuando se reali-
za un modelo animal de epilepsia se debe atender las tres R de Russell: 1)
Reemplazar, al identificar modelos matemdticos o programas computacio-
nales, experimentos in vitro o el uso de otras especies como gusanos o mos-
cas, o incluso humanos, que pudieran responder la pregunta de
investigacién; 2) Reducir el nimero de sujetos de experimentacién a em-
plear, utilizar estudios longitudinales, identificando los datos publicados
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sobre el tema y discutiendo con otros colegas al respecto, para proveer el
mejor disefio de los experimentos; y 3) Refinar los procedimientos realiza-
dos, por ejemplo mejorar la manipulacién de los animales y entrenar efi-
cientemente a quienes realizan los procedimientos quirtrgicos, atendiendo
las condiciones de alojamiento e identificando las estrategias para el alivio
de dolor de ser el caso, e incluso acortando la duracién de los protocolos ex-
perimentales e implementando técnicas no invasivas (Tanner, 2018). Los
protocolos experimentales que se aprueben deben asegurar que los anima-
les no tengan un sufrimiento mayor al que per se promueva la alteracién ce-
rebral propia que se genera y que ésta se encuentre plenamente justificada
por los beneficios que generar conocimiento sobre la epilepsia pueda brin-
dar a las personas o a otras especies animales.

Tabla 2. Modelos de epilepsia en roedores vivos (rata y/o ratén)
(Adaptada de Devinsky et al., 2018).

Etiologia (Tipo Modelo Notas
de epilepsia)
ESTRUCTURAL
Traumatismo  Dafio cortical inducido por Se produce una contusién cortical y
encefilico percusién con fluido dafo subcortical leve (1.8-2.2 atm),
(Multiples) moderado (2.4-2.8 atm) o severo
(>2.8 atm).
Dafio inducido por impacto Elimpacto mecénico (0.5-1.0 m/s)
cortical controlado origina dafio focal, necrosis y
edema.
Dafio por corte cortical Se corta la materia blanca

localizada bajo la superficie cortical
(corteza somatosensorial o
asociacién).

Status epilepticus Inducido por estimulacién Se aplica estimulacién eléctrica a
(Epilepsia del eléctrica del hipocampo o dela través de un electrodo profundo.
16bulo via perforante

temporal) Inducido por sustancias Las crisis epilépticas espontdneas
quimicas aparecen entre 3-24 semanas
(quimio-convulsivantes): después del status epilepticus. Esto
aplicacién intrahipocampal,  varia con la edad del sujeto de

intracortical o intraamigdalina estudio y el modelo empleado.
de 4cido kainico o de la

administracién sistémica de

pilocarpina o 4cido kainico

Inducido por hipertermia Se emplea aire caliente 0 agua
caliente; la temperatura empleada
es entre 40y 48°C.
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Infarto cerebral Fototrombosis cortical La oclusién de los vasos cerebrales
(Miiltiples) ocurre por lairradiacién de un
laser.
Oclusién permanente de la Se genera hipoxia-isquemia por
arterial cerebral media obstruccidn de la arteria cerebral
media.
Aplicacién intracortical de La endotelina-1 es un péptido
endotelina 1 vasoconstrictor.
Dafioala Exposicidn cortical o infusién  La aplicacién de albmina
barrera intracerebroventricular de mimetiza la disfuncién de la
hematoencefali albimina barrera hematoencefilica.
ca (Maltiples) Infusién El factor de crecimiento
intracerebroventricular de transformante tipo beta 1 (TGFB1,
TGFB1 transforming growth factor-p1) es una
citoquina que produce disfuncidén
neural.
Encefalopatias  Dafo hipdxico-isquémicoen  Se produce por electrocoagulacién
epilépticasdel  ratas de la arteria cerebral media y/o
desarrollo oclusién de la arteria carétida
(Espasmos comun.
infantiles) Modelo de impacto multiple en Se genera con la aplicacién de
ratas doxorrubicina y lipopolisacarido,
con o sin la administracién
intraperitoneal de
p-clorofenilalanina.
Aplicacién intracortical o La tetrodotoxina es un bloqueador
intrahipocampal de de canales de sodio.
tetradotoxina en ratas
Displasia Ratén knockout Pten, Dex y Pten funciona como regulador
cortical Otx-1 negativo de la via PI3K, DCX es una
(Miiltiples) proteina asociada a microtibulos y

el gen Otx-1 participa en la
neocorticogénesis.

Ratén knockout PAFAH1B1
humano (también conocido
con LS1)

PAFAH1B1 (Platelet-activating factor
acetylhydrolase IB subunit Alpha) es
un regulador de la mitosis neural.
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Ratén mutante Arx

ARX (Aristales-related homeobox) es
un factor de transcripcién
implicado en el neurodesarrollo.

Irradiacién ionizante in utero
de rata

Se emplea una fuente de irradiacién
Cesio-137.

Agentes alquilantes in utero

Exposicién prenatal a BCNU
(carmustine
(1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea) o
MAM (methylazoxymethanol acetate).
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Glioblastoma Trasplante neocortical de SCID (severe combined
(Miiltiples) células de glioma humanoin  immunodeficient) es un tipo genético
ratones SCID de inmunodeficiencia severa.
Trasplante neocortical de Se puede emplear la linea Cé de
lineas celulares de gliomaen  glioma de rata.
rata
INFECCIOSA
Encefalitisviral Virus de encefalitis murino de  Es un Cardiovirus de la familia
(Epilepsiadel  Theiler Picornaviridae theilovirus. Produce
16bulo desmielinizaci6n inflamatoria
temporal) (aumento en la expresién de
interleucina-6 y factor de necrosis
tumoral alfa.
Malaria Modelo murino de Plasmodium Este pardsito secuestra eritrocitos
Cerebral berghei de la cepa ANKA parasitados, uniéndolos al endotelio
(Multiples) capilar de la microcirculacién
cerebral.
GENETICA
Esclerosis Ratdn knockout Tsc-2 El gen Tsc-1 codifica para hamartina
tuberosa y Tsc-2 para tuberina. Intervienen
compleja en la sefializacién de la via de
mTOR.
Ratdn knockout Tsc-1 célula
especifica condicional
Mutaciones Ratas con epilepsia de Presentan una mutacién que
espontaneas ausencia genética de promueve un aumento en la
(Epilepsia de Strasburgo (GAERS, por sus expresion de canales de calcio
ausencia) siglas en inglés) dependientes de voltaje tipo T.

Ratas Wistar Albino Glaxo

Presentan una mutacion que

Rijswijk (WAG/Rij) promueve un aumento en la
expresion de canales de calcio
dependientes de voltaje tipo T.

Ratén Tottering Presentan una mutacion en el gen

que codifica para la subunidad alfa
1A del canal de calcio tipo P/Q.

Ratén letdrgico

Presentan una mutacion en el gen
que codifica para la subunidad beta
4 del canal de calcio tipo P/Q.

Ratoén Stargazer

Presentan una mutacion en el gen
que codifica para la subunidad
gama del canal de calcio tipo P/Q.

Rat6n Mocha 2j

Presentan una mutacion en el gen
que codifica para la subunidad delta
del complejo AP-3.



Ratén Ducky
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Presentan una mutacién en el gen
que codifica para las subunidades
alfa 2 y delta 2 del canal de calcio

tipo P/Q.

Mutacién knockin condicional
de Gabrg2 en ratones

El gen Gabrg2 codifica para la
subunidad gama 2 del receptor

GABA,.
Mutaciones Ratones Knockout o knockin con  Por ejemplo mutacién en el gen
monogamicas  mutaciones en subunidades de Kcnai.
inducidas canales idénicos dependientes
(Mdltiples) de voltaje (sodio, potasioy

calcio)

Mutaciones Knockout o knockin ~ El receptor GABA, media la

de subunidades de receptores  hiperpolarizacién rapida producida

GABA, y nicotinico por el influjo de ines cloruro; el
receptor nicotinico promueve
despolarizacién neuronal debido al
influjo de iones de sodio.

Ratén knockout CStb El gen CStb codifica para la proteina
cistatina B que inhibe la actividad
de catepsinas.

Encefalopatias  Ratones knockin de mutaciones El gen SNCN1Ay SCN1B codifican
epilépticasdel  en SCN1A 0 SCN1B humanoo parala proteina (subunidad) alfa1y
desarrollo ratones beta 1 del canal de sodio

(Sindrome de dependiente de voltaje,

Dravet; respectivamente.

f;fl.’:l‘ls:irll::) Ratdn knockout condicionado  El gen apc (Adenoma polyposis coli)

Apc

codifica una proteina implicada en
la supresién de tumores.

Ratones knockin de mutaciones

SCNS8A humano

El gen SCN8A codifica parala
proteina (subunidad) alfa 8 del
receptor de sodio dependiente de
voltaje.

La informacién proporcionada es general, se sugiere seleccionar el modelo de interés
y posteriormente identificar la literatura que brinde los aspectos tedricos y técnicos

necesarios para su realizacion e interpretacion.

147

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-062 ZO0-1999 incluye las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los anima-
les de laboratorio. Dentro de la clasificacion de las actividades experimen-
tales de acuerdo al grado de molestia, dafio o invasién producido a los
animales segtn el apéndice A de esta norma, los modelos de epilepsia se
ubican principalmente en la categoria D, pues éstos pueden implicar pro-
cedimientos quirdrgicos que causen alteraciones sensoriales y motoras
severas, persistentes o irreversibles en los animales o bien se aplican sus-
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tancias quimicas que promueven un desequilibro en la funcién neuronal y
favorecen la presentacién de crisis epilépticas, es decir que alteran su
fisiologia.

Conclusiones

¢Qué han aportado los modelos animales al entendimiento
dela epilepsia?

A pesar de que pudiera parecer repetitivo, se debe destacar que mucho de
lo que sabemos hoy en dia sobre la epilepsia, ha derivado del uso de mode-
los experimentales, de modelos animales, es decir de todos aquellos, ga-
tos, perros, monos, ratas, ratones, moscas, gusanos, etc., con los cuales se
pudo conocer y entender mejor porqué se genera una crisis epiléptica,
c6mo se autolimita o que pasa cuando este mecanismo falla, qué firmacos
pueden limitar su aparicién y cudles pueden facilitarlas. Incluso, se utili-
zan modelos animales para estudiar las comorbilidades de la epilepsia. EI
principal objetivo de los modelos animales de epilepsia es conocer los me-
canismos patolégicos y genéticos que ocasionan la epileptogénesis, iden-
tificar blancos potenciales para el desarrollo de tratamientos que la
contrarresten o que al menos sean eficaces en el control de la epilepsia. Re-
cordemos que muchos, sino es que todos, los tratamientos que se emplean
en los seres humanos deben pasar por una “fase preclinica”, que no es mas
que investigacion basica con modelos animales, para posteriormente, si
los resultados son alentadores, pasar a “la fase clinica”, misma que se reali-
za en las personas sanas y eventualmente en aquellas con la enfermedad.
Por estas razones debe darse la relevancia correspondiente a los animales
que se emplean para modelar una enfermedad, siempre siguiendo las nor-
mas éticas de suimplementacién y manejo, e identificando el modelo que
mejor responda ala pregunta de investigacion, lo que permitira una mejor
interpretacion de los resultados obtenidos con su uso.
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Figura 1. Los modelos animales de epilepsia se pueden categorizar en: 1) Mode-
los que promueven hiperexcitabilidad o una disminucién en el umbral para pro-
ducir una “crisis epiléptica” (agudos) y 2) Modelos de epilepsia (crénicos). Los
primeros se caracterizan por promover cambios en la funcién neuronal, habi-
tualmente en un cerebro normal, que ocurre en respuesta a un estimulo especi-
fico, lo que desencadena una crisis epiléptica, pero que no persiste alo largo del
tiempo. Los modelos de epilepsia reproducen las crisis epilépticas espontineas
y recurrentes que se observan en la epilepsia humana, por lo que se consideran
crénicos. Los modelos de epilepsia pueden implicar el uso de estimulacién eléc-
trica cerebral, firmacos que promueven excitacién o disminuyen la inhibicién
neuronal, hipertermia, hipoxia/isquemia, inyeccién de albimina intracerebral,
seccién de la corteza, infecciones por virus o pardsitos y alteraciones genéticas
que implican el uso de ratones modificados en su ADN, entre otros.
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Modelos animales parala
busqueda del placer

Marisela Hernandez Gonzalez
Pedro Manuel Cortes Esparza
Miguel Angel Guevara

Introduccion

| estudiar las bases neurales de la conducta, los modelos animales
{! han jugado un papel fundamental. A través de la historia, largo ha
ido el camino para conocer las bases neurofisioldgicas del placery
mas aln, para comprender y aceptar si los animales experimentan placer.
¢Cudn disparatada es la idea de evaluar el placer en los animales? Tal vez
no tanto si nos regimos por la concepcién de Aristoteles en la que se plan-
tea que “el comportamiento animal tiene por objeto lo placentero, lo agra-
dable, pues posee la tendencia natural a “sentirse bien” y su conducta
viene motivada tinicamente por deseos inmediatos, persiguiendo objetos
concretos que contribuyen a su propia conservacion y a la autoconserva-
cién de la especie” (tomado de Cruz-Ortiz, 2013 en referencia al De Motu
Animalium de Aristételes). Bajo esa concepcion es que diversos trabajos de
investigacion han usado a los animales como modelo para el estudio del
placer. En este capitulo hacemos una breve revision a ese pasaje histérico
con enfoque principal de los modelos animales que se han utilizado, asi

como a los preceptos actuales de las bases neurofisioldgicas del placer.

El concepto de “placer”

De acuerdo con la Real Academia de la Lengua Espafola (RAE), la palabra
“placer” se puede usar como un verbo intransitivo que hace referencia a
“agradar o dar gusto”. Con esta definicién el concepto de placer no queda
claro. Porlo tanto, si buscamos la palabra como sujeto masculino, la RAE lo
define como “goce o disfrute fisico o espiritual producido por la realiza-
cién o la percepcidn de algo que gusta o se considera bueno”. Si bien, esta
definicién es mas descriptiva que la anterior, tiene elementos que son difi-
ciles de comprender como lo son el “goce espiritual o algo bueno”. El mis-
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mo concepto de placer parece ambiguo y libre a interpretacidn, ligado a
una connotacién moral y espiritual que pareciera ser inicamente aplica-
ble al humano. Es por esto que no es de sorprender que a diferencia de
otros estados afectivos como lo es dolor, el estudio del placer en los anima-
les resulta muy controvertido (Balcombe, 2009).

Podemos remontar estos conceptos a la era de los fildsofos griegos,
donde Aristipo de Cirene ciment6 las bases de la escuela cirenaica en la
cual el placer tiene un papel central. Para el fildsofo, el placer y el dolor son
experiencias fisicas que se perciben y relacionan, respectivamente, “a mo-
vimientos suaves o duros en la carne o el alma”. Ya desde entonces, se sien-
tan las bases de la definicién actual de placer que, aunque limitado a un
componente cinético de la experiencia sensorial, deben pasar el umbral de
la conciencia. Es entonces a Aristipo a quien podemos atribuir la idea de
que el placer no se puede reducir a un simple evento fisico (Wolfsdorf,
2020). Platén amplia estos conceptos proponiendo que el placer es resulta-
do de llenar un vacio causado por determinada falta en nuestro organis-
mo. A priori esta definicidon puede parecer estrictamente fisioldgica, pero
Platén hablaba de deficiencias no solo en el cuerpo, sino también en el es-
piritu, siendo la saciedad de estas @ltimas las que originan el placer mas
importante y verdadero (Montiel & Francisco, 1995). Aristdteles entonces,
plantea una distincién entre estos placeres buenos y absolutos (relaciona-
dos al espiritu) de aquellos placeres relativos (relacionados al cuerpo), ya
que solo son buenos en ausencia de deseo y dolor; propone que estos ulti-
mos, son los que evita un hombre moderado ylos persiguen nifios y bestias
por igual (Montiel & Francisco, 1997). Las conclusiones de Aristoteles y
otros filésofos respecto al placer, llevaron a la estigmatizacion de estas ex-
periencias que son resultado de las necesidades del cuerpo y que compar-
timos con otras especies animales. La percepcién de este tipo de placer
como malo o indigno es quizd la causa del poco estudio de este componen-
te afectivo, en comparacién de otros como el dolor, cuya preponderancia
es mas evidente (Balcombe, 2009; Marshall, 1883; Norman, 1900) a pesar
de que se reconocia la estrecha relacién entre ellos (Cason, 1932; Nichols,
1892.a; 1892b).

El placer como recompensa

Si bien, el estudio del placer como objeto directo en la ciencia es mas re-
ciente, esta experiencia sensorial es fundamental en la conducta animal
(incluido al animal humano) y, por tanto, ha sido parte del estudio de di-
versos procesos cognitivos. Ya en 1690 John Locke proponia que el placery
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el dolor “pegan”lasideas enla memoria mucho mejor que la repeticién ola
atencidn, aunque el autor centraba su explicacion en el dolor (Locke, 1948).
Thorndike al establecer las bases experimentales del aprendizaje asociati-
vo, usaba el concepto de placer como promotor de conductas en diferentes
modelos animales, lo cual fundamenté la ley del efecto propuesta por el au-
tor (Thorndike, 1898; 1911). La ley del efecto propone que cuando se hace
una conexion entre una situacién y una respuesta acompafnada de un esta-
do “satisfactorio” esta conexidn se ve fortalecida (Thorndike, 1932). A este
estimulo que fortalece la asociacion estimulo-respuesta, Thorndike define
como recompensa (Marks, 2011). Esto se convierte en un punto de inflexién
para el estudio del placer, ya que no solo el placer se empieza a asociar de
manera formal con un cambio en el estado interno del individuo, ademas
de su valor afectivo (Cabanac, 1971; Stevenson, 1950), asi el placer y la re-
compensa quedan unidos de manera estrecha en la literatura cientifica.
Antes de esto, el término recompensa se usaba solamente en un contexto
ético que contrastaba o incluso se contraponia al concepto del placer
(Marks, 2011). Es entonces que esta nueva definiciéon de recompensa, en
este punto casi indistinguible al placer, se convierte en el enfoque princi-
pal de toda una linea de investigacion fisioldgica y conductual detallada-
mente estructurada, para la cual los modelos animales fueron una parte
fundamental.

Fisiologia del placer

En la época de Thorndike, el concepto que las emociones de “alto” orden
como el dolor y el placer tuvieran origen en el cerebro no era reconocido
por la comunidad cientifica (Olds, 1956). Hasta entonces el estudio de la re-
compensa era principalmente conductual. Para el estudio de este proceso
Burrhus Frederic Skinner relacioné la magnitud de la recompensa a una
respuesta conductual. Skinner us6 como modelo experimental principal a
las ratas y las palomas y desarroll6 la caja experimental de Skinner, en la
cual se inducia en el animal experimental el aprendizaje o asociacidn: asi
cada vez que presionaba una palanca, recibia una recompensa (como ali-
mento o agua). Se concluia que, a mayor magnitud de la recompensa, el
animal presionaba un mayor nimero de veces la palanca y por tanto esta
conducta era reforzada (Skinner, 1935; 1938).

Uno de los primeros investigadores que empezd a asociar el cerebro
con las emociones de manera formal fue James Papez. Papez trabaj6 con
diferentes especies animales como simios o armadillos y propuso que di-
versas estructuras cerebrales, como el rinencéfalo y el hipotdlamo, esta-
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ban relacionadas a las emociones. Estas estructuras serian consideradas
como parte del circuito de Papez (Papez, 1932; 1937).

A mediados del siglo XX, Olds, fundamentindose en los trabajos de
Papez, inici6 el estudio de las bases fisioldgicas de la recompensa. Olds
tomo para su trabajo la metodologia experimental de Walter Rudolf Hess,
quien desarrollé una técnica que permitia estudiar la fisiologia del cerebro
de una manera poco invasiva para la época: consistia en introducir un
electrodo delgado al cerebro para estimular eléctricamente diferentes es-
tructuras. Mediante esta técnica, Hess estudié el sistema reticular y otras
estructuras del tallo cerebral utilizando como modelo animal a los gatos
(Hess, 1929; 1932; 1939). Asi, tomando como base las observaciones de Pa-
pez en las estructuras que parecian estar relacionadas con el control de la
conductaylaexperiencia emocional, y combinando los abordajes metodo-
logicos de Skinner (para el estudio de la conducta) y Hess (para los regis-
tros fisiologicos) Olds se dedic6 a establecer una relacién entre las
estructuras cerebrales y el placer. Recibiendo la asesoria de Donald Hebb,
James Olds desarroll6 el siguiente paradigma experimental: cada vez que
una rata presionaba la palanca al encontrarse en una caja de Skinner, en
lugar de recibir una recompensa en forma de alimento, se estimulaban
eléctricamente diferentes partes de su cerebro. Se observé asi que la esti-
mulacién de ciertas estructuras cerebrales generaba una evitacién del pa-
lanqueo mientras que otras, por el contrario, lo promovian. A estas
tltimas estructuras que al ser estimuladas provocaban un efecto de au-
mento en el palanqueo del animal (inclusive induciendo que dejara de co-
mer o dormir), se les denominé como “los sitios del placer de Olds” (Olds,
1956).

Los reportes de Olds sirvieron de punto de partida para una serie de
trabajos basados en el estudio de la recompensa usando la estimulacién
cerebral y paradigmas de reforzamiento conductual. Estos se realizaron
en diferentes especies animales como gatos, conejos y primates encon-
trandose que la magnitud de la recompensa era dependiente de la ubica-
cién anatdémica del electrodo. Habia lugares donde la colocacién producia
un reforzamiento leve de la conducta y propenso a la extincién, mientras
que en otras ubicaciones este era igual de fuerte que el reportado al usar
otros tipos de recompensas como la comida (Bower & Miller, 1958; Brodie
etal., 1960). Por tanto, se llegd a la conclusion de que habia maltiples areas
cerebrales que producian efectos recompensantesy se relacionaban a mo-
tivaciones basicas del individuo como la comida y el sexo (Kawakami &
Sawyer, 1959; Olds, 1958).
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Fue asi como algunas investigaciones de la neurofisiologia del placer
se enfocaron en complementar la electrofisiologia con otras técnicas para
profundizar en el entendimiento de cémo estos mecanismos afectan la
conducta. De entre ellas, llamé la atencién cémo el uso de firmacos podia
cambiar de manera radical los efectos de la estimulacién eléctrica, abrien-
do paso al estudio de la neuroquimica del placer y la recompensa (Miller,
1958).

Neuroquimica del placer

Diversos estudios conductuales dieron pauta a establecer una relacién en-
tre la administracién de sustancias quimicas exégenas y la respuesta con-
ductual de los animales. Por ejemplo, se observé en ratas y palomas que
algunos farmacos servian de recompensa al promover conductas en para-
digmas como la caja de Skinner, con igual o mayor eficacia que otros tipos
de estimulos como la comida (Dews, 1955; Pickens & Harris, 1968). Se pro-
ponia que al igual que respuestas auténomas, como la respiracién y la fre-
cuencia cardiaca, la recompensa formaba una dupla antagénica con el
castigo. El cese del placer genera un castigo, y de manera “simétrica” el
cese del dolor tiene efectos recompensantes (Magoun, 1958; Stein, 1967).
Por tanto, las observaciones conductuales en estos paradigmas de reforza-
miento se pueden explicar por sistemas neurales especificos que, al igual
que el resto de respuestas auténomas, son susceptibles a los efectos de de-
terminadas sustancias quimicas (Stein, 1967).

Las ideas anteriores fundamentaron el estudio de la interaccién entre
diferentes firmacos y la neuroquimica de las estructuras cerebrales rela-
cionadas al placer y la recompensa descritas por Olds. Es entonces que los
paradigmas experimentales de estimulacién cerebral se acompafiaron
con la administracién sistémica de diversos farmacos. Estos trabajos en-
contraron que, dependiendo de la sustancia administrada y el area esti-
mulada, los efectos sobre la conducta podian ir desde exacerbar la
respuesta conductual, hasta la extincion completa de la misma (Belluzzi &
Stein, 1977; Edmonds & Gallistel, 1974; Fouriezos et al., 1978; Olds, 1970;
Poschel & Ninteman, 1963). Asi, el estudio detallado aplicando estos para-
digmas experimentales llev) a definir a los sistemas neuroquimicos cate-
colaminérgicos como lo mds relacionados a la recompensa (Poschel &
Ninteman, 1963; Stein & Wise, 1973; Yokel & Wise, 1975).

Los estudios de la época se basaron en la premisa de que todas las neu-
ronas involucradas en la recompensa contenian una catecolamina (adre-
nalina o dopamina) como neurotransmisor, a esta corriente se le llamé
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“hipdtesis de las catecolaminas” (Wise, 1978). Esta postura no estuvo exen-
ta de criticas tedricas y metodoldgicas. Una de las mas relevantes se basa-
ba en el hecho de que la administracién de farmacos podia tener efectos
sobrela conducta, pero no por afectar el valor placentero del estimulo, sino
por inhibir la capacidad del animal para ejecutar la conducta. Esto llevé a
la apertura del debate de si estos efectos recompensantes se deberian aso-
ciar avalores subjetivos como el placer (que algunos autores no crefan pre-
sentes en animales “inferiores”) (Wise, 1978). Sin embargo, se propuso que
un neurotransmisor especifico podria resolver estas discrepancias tedri-
cas: la dopamina.

Roy Wise en 1980 hace una revisioén de la literatura que hasta esa fecha
se centraba en el estudio de la recompensa tanto por medios electrofisiol6-
gicos como farmacolégicos. En ese momento no existia un consenso sobre
cudl erala funcién real de estas dreas y sustancias quimicas en la ejecucién
conductual, ;Son parte de la experiencia subjetiva, placentera del indivi-
duo? ;afectan componentes motores y cognitivos necesarios para su eje-
cucién? Inclusive Olds refirié que el término “placer” de su propuesta
podria ser muy precipitado. Sin embargo, Wise en ese afio, propone que la
dopamina podria servir como el verdadero “centro del placer” del cerebro.
Esta propuesta se fundamenta en que las zonas cerebrales que producen
una conducta de palanqueo en ratas suelen contener cuerpos de neuronas
dopaminérgicas (Corbett & Wise, 1980). Ademas de esto, los efectos de la
estimulacién eléctrica se pueden ver abatidos por antagonistas dopami-
nérgicos sin que estos afecten la ejecucién motora (Robertson & Mogen-
son, 1978). Este efecto se replica no solo en paradigmas con estimulacién
eléctrica, sino también en aquellos que usan recompensas “naturales”
como la comida o el agua (Gerber et al., 1981; Wise et al., 1978). Entonces,
con estas y otras lineas de evidencias, Wise plantea que la dopamina es
central para transformar una experiencia sensorial fria y objetiva, en una
afectiva o placentera, incluso en el modelo animal (Wise, 1980).

Placer y dopamina

A partir de la propuesta de Wise, el estudio del papel de la dopamina en el
proceso de recompensa tuvo un auge importante. Se estudié a detalle el
efecto de la administracién de agonistas y antagonistas dopaminérgicos
sobre respuestas conductuales como el palanqueo o la preferencia de lugar
en diferentes modelos animales. Efectivamente, la administracién de ago-
nistas dopaminérgicos favorecia estos cambios conductuales (Robbins
et al., 1989; Yokel & Wise, 1975) mientras que los antagonistas suprimian
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los efectos recompensantes de estimulos con fuertes efectos sobre la con-
ducta como lo esla heroina (Spyraki et al., 1983; Stellar et al., 1983). Ademds
de esto, los estimulos recompensantes como la cocaina, la comida e inclu-
sola conducta sexual se asociaron, en ratas, con un aumento en los niveles
extracelulares de dopamina en estructuras cerebrales como el ntcleo ac-
cumbens (Hernandez & Hoebel, 1988; Pfaus et al., 1990; Wenkstern et al.,
1993).

Aunque parecia que la dopamina era esencial para la experiencia pla-
centeray recompensante del individuo, atin quedaban ciertas dudas sobre
su papel en este fendmeno. Una de las partes fundamentales de estas criti-
cas se basaba en que los antagonistas dopaminérgicos parecian diferir en
su efecto sobre las propiedades recompensantes de una familia de sustan-
cias quimicas: los opioides. Si bien, como se ha mencionado antes, hay evi-
dencia de que la dopamina puede alterar la recompensa causada por los
opioides, también habia estudios que reportaban que la recompensa gene-
rada por estas sustancias era independiente a la dopamina (Agmo & Be-
renfeld, 1990; Van Ree & Ramsey, 1987). Se empezd entonces a establecer la
relacién entre estas dos sustancias quimicas del cerebro, encontrandose
que la recompensa mediada por opioides se asociaba con dos estructuras
dopaminérgicas en especifico, el niicleo accumbens y el drea tegmental
ventral (Wise, 1989). Esta evidencia llevé a que el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico (que incluye a estas dos estructuras) fuera objeto de
estudio parala recompensa asociada tanto con la administraciéon de opioi-
des como a otros tipos de recompensas (Fibiger & Phillips, 1988).

Se encontrd, usando monos como modelo animal, que las neuronas
del sistema dopaminérgico presentaban una mayor tasa de respuesta
frente a estimulos que predecian una recompensa (Schultz, 1998; Schultz
etal., 1993). La administracion de opioides en areas de este sistema, como
el ntcleo accumbens, aumentaba los efectos conductuales en paradigmas
de condicionamiento en ratas (Cunningham & Kelley, 1992). Efectivamen-
te, la administracion de recompensas tipo opioide, se asocié con un au-
mento en la tasa de respuesta de neuronas del drea tegmental ventral
(Matthews & German, 1984) y a su vez, la liberacién de opioides en el area
tegmental ventral con la liberacién de dopamina en el accumbens (Leone
et al., 1991). Estas evidencias llevaron a algunos autores a proponer que la
interaccién entre el sistema dopaminérgico y el opioide podia ser mas
compleja de lo que se pensarfa en un inicio (Agmo et al., 1993).
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Placer, recompensa e incentivo

Después de casi dos décadas de estudio del papel de la dopamina en el pla-
cerylarecompensa, laliteratura cientifica ain cuestionaba el papel real de
esta catecolamina en tales procesos. Si bien, habia evidencia de que los es-
timulos recompensantes se asociaban a mayores concentraciones de do-
pamina en estructuras del sistema mesocorticolimbico, por otro lado,
algunos autores reportaban que no todos los cambios conductuales eran
dependientes de la presencia de este neurotransmisor. Es entonces que el
trabajo de Garrisy colaboradores en 1999 contribuyé de manera importan-
te en unificar los resultados experimentales obtenidos hasta esa fecha.
Estos autores utilizaron el paradigma de estimulacién eléctrica en ratas
con electrodos en el drea tegmental ventral mientras median la liberacién
de dopamina en el niicleo accumbens. Se encontré que, cuando la estimu-
lacién eléctrica se producia en zonas sin innervacién dopaminérgica, no
se liberaba dopaminay por tanto la conducta de palanqueo de laratano se
veia promovida. Sin embargo, lo interesante fue que la dopamina no se li-
beraba durante la estimulacién eléctrica, inclusive parecia disminuir. Los
aumentos en la concentraciéon de dopamina solo ocurrian durante las pri-
meras sesiones de estimulacion, una vez que la rata consolidaba el apren-
dizaje de la tarea ya no se detectaban cambios en los niveles de dopamina.
Estos aumentos en la concentracién de dopamina se encontraban tam-
bién frente a sefiales que predecian una recompensa, como lo son sonidos,
pero no durante el estimulo recompensante. Lo anterior llevé alos autores
aproponer que la dopamina no se asociaba alos componentes placenteros
de la estimulacién. Parecia que la dopamina se relacionaba a aspectos no-
vedosos, predictivos u otro aspecto de la recompensa independiente de la
experiencia placentera (Garris et al., 1999).

Con este trabajo sellegd ala propuesta de que la dopamina acttia como
una sefial a la deteccién de estimulos relevantes del medio ambiente, los
cuales estdn asociados a la obtencién de una recompensa. A estos estimu-
los se les llamé incentivos. También parecia ser una sefial que marca el
aprendizaje de esta asociacién (Spanagel & Weiss, 1999). Pero entonces,
¢Doénde estd la senal hedénica o placentera?

Berridge y Robinson en 1998, un afio antes del trabajo de Garris, abor-
daron esta pregunta, y presentaron una serie de experimentos que com-
plementaban muchas de las preguntas que quedaban sobre el papel de la
dopamina en la recompensa. Cabe mencionar que estos autores eran
conscientes de las dificultades de medir una experiencia subjetiva, como
lo es el placer de manera objetiva, y mas atn, en el modelo animal. Por tan-
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to, para trabajar en ello, Berridge y Robinson cambiaron la palabra placer,
por su sindénimo en griego, hedonismo y hablaron de reacciones afectivas
que sefialaban los “gustos” y “disgustos” evaluados por el cerebro, aunque
no fueran parte de la experiencia consciente (Berridge & Robinson, 1998).
Con esto los autores hablaban del placer en términos de una experiencia
hedénica de gustar o disgustar, aspectos comprobables incluso en el modelo
animal.

Los autores entonces, iniciaron estos trabajos preguntandose si la do-
pamina participaba en la experiencia hedénica del animal, o si bien era
parte del aprendizaje de la recompensay de la prediccién asociativa. Para
abordar esta pregunta se basaron en los trabajos descritos por Grill y Nor-
gren en los cuales la experiencia afectiva de los animales se podia asociar
con cambios en las expresiones faciales, los cuales eran independientes al
aprendizaje en una tarea experimental (Grill & Norgren, 1978a;1978b). Por
tanto, en el trabajo de Berridge y Robinson se utilizaron dos soluciones,
una “agradable” que contenia sucrosa y otra “desagradable” que contenia
quinina. Asi, cuando las ratas consumian la solucién agradable mostraban
expresiones faciales de gusto, cuya duracidn estaba relacionada a la mag-
nitud de la experiencia hedénica. De manera complementaria, el consu-
mo de la solucién desagradable conllevaba expresiones faciales de
disgusto. Entonces, los autores lesionaron por completo el sistema dopa-
minérgico delas ratasy observaron el efecto que este tratamiento tenia so-
bre el gusto o disgusto por ambas soluciones. Se encontrd que después de
la lesién, las ratas seguian respondiendo (en términos de expresiones fa-
ciales) de manera normal a ambas soluciones, por lo cual los autores con-
cluyeron que la dopamina no estaba asociada a la experiencia heddnica del
individuo. Inclusive, lalesién dopaminérgica no afectd la capacidad de es-
tas ratas de cambiar la asociacién hedénica del individuo de una experien-
cia placentera a una displacentera ni tampoco impedia el aumento de
estas respuestas por medios farmacolégicos (Berridge & Robinson, 1998).

Con estos trabajos y revisando la literatura hasta el momento, Berrid-
ge propone que la recompensa no es un evento @nico, sino que esta com-
puesta por una serie de procesos, los cuales se pueden dividir en tres
principales: el gustar, el querer y el aprender. El gustar se refiere a la expe-
riencia hedénica (placentera) del individuo que contiene informacién
afectiva de la experiencia sensorial. Este componente, se propone, esta
asociado alos sistemas de neurotransmision opioide y endocannabinoide
particularmente en estructuras del sistema limbico. El querer esta asocia-
do alos estimulos que buscamos o las metas que perseguimos. Si bien esta
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relacionado con el gustar, a veces, queremos cosas que no nos gustan o vi-
ceversa. A este quererlos autores le llaman saliencia incentiva, un tipo de mo-
tivacién que promueve la aproximacién y/o consumo de estimulos que
son considerados una recompensa. Es en este componente donde el autor
propone que la dopamina tiene un papel preponderante. Por dltimo, se
propone que existe el aprender, el cual permite la asociacién estimulo-re-
compensay por lo tanto modifica el valor incentivo de los estimulos. El au-
tor menciona que este componente se puede separar del querer ya que
algunas metodologias (por ejemplo, la deplecién de electrolitos y su subse-
cuente bisqueda de sal) modifican el valor incentivo del estimulo sin ser
dependientes de ningin tipo de aprendizaje. Ademas, esto explicaria las
diferentes estrategias que toman los individuos al momento de presentar
estimulos predictores de recompensa, como lo son los buscadores de sig-
nos contralos buscadores de metas (Berridge et al., 2009). Es entonces que
el autor centra su propuesta en que lo que nos gusta (placer), lo que quere-
mos (incentivo) y como aprendemos son parte de un continuo con ele-
mentos en comun pero que son disociables, y que en su conjunto forman
lo que conocemos como el proceso de recompensa (Berridge, 2001; Berrid-
ge & Robinson, 1998 Berridge et al., 2009).

Placer en la actualidad

A partir de la investigacién realizada hasta esa fecha y la propuesta de Be-
rridge, muchos investigadores empezaron a asociar principalmente a los
sistemas opioides como los encargados de “codificar” el placer (Kut et al.,
2011; Leknes & Tracey, 2008; White, 2004). Sin embargo, esta vision actual
no estd libre de criticas, uno de los puntos importantes es como interpre-
tamosy entendemos el cerebro afectivo. Regresando alas definiciones ini-
ciales de placer, estas incluyen una experiencia consciente en el individuo
que las experimenta. Sin embargo, como se ha mostrado a lo largo de este
capitulo, gran parte de la investigacién del placer y el proceso de recom-
pensa se ha fundamentado en los modelos animales. Algunos autores han
planteado que los mecanismos de respuesta en los paradigmas de condi-
cionamiento no son necesariamente parte de una experiencia consciente
y, por lo tanto, a pesar de su contribucién al fenémeno, no reflejan la expe-
riencia afectiva que es en esencia subjetiva (LeDoux, 2012; 2014). Enton-
ces, ;Tiene sentido estudiar el placer en los modelos animales? Como en
todas las areas de la ciencia no hay una respuesta concluyente a esta pre-
gunta. Sin embargo, al integrar el conocimiento que hemos adquirido a
partir de los modelos animales y predecir como es que esperamos que es-
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tas experiencias placenteras subjetivas se vean modificadas en el humano,
se han encontrado resultados congruentes (Heiskanen et al., 2019; Num-
menmaa & Tuominen, 2018). Esto reflejalaimportanciayla utilidad de los
modelos animales para entender la neurofisiologia de los procesos afecti-
vos y constituyen una base sélida para seguir en “la busqueda del placer”.
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El topillo de la pradera:
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neurobiologia de las
conductas sociales complejas
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Introduccion
n nuestra especie las interacciones sociales, asi como las relaciones
E de pareja sanas y duraderas, son fundamentales para nuestra salud
emocionaly fisica. De esta forma las personas que se encuentran en
relaciones estables de pareja tienen un mejor desempefio cognitivo, son
mas longevos, su sistema inmune y cardiovascular es mas saludable y de-
sarrollan menos cuadros depresivos. En caso de que exista progenie, las
relaciones estables de pareja también conllevan a un cuidado intensivo de
sus hijos por ambos progenitores, lo cual favorece la sobrevivencia, desa-
rrollo y educacién de la descendencia (House, Landis, & Umberson, 1988;
Kiecolt-Glaser & Newton, 2001; Sarkadi, Kristiansson, Oberklaid, & Brem-
berg, 2008). En familias de un solo progenitor este se ve agobiado, entre
otras, por laslargas horas laborales que afectan la calidad del cuidado y las
relaciones con sus hijos (Weinraub & Wolf, 1983) lo cual puede resultar en
desercién escolar, incremento en la posibilidad de embarazos no deseados
durante la adolescencia, problemas conductuales en los varones y psicolé-
gicos en las mujeres (Ellis et al., 2003; Krein and Beller, 1988; Sarkadi et al.,
2007). Estos efectos negativos de los cuidados uniparentales son mas no-
torios en familias de escasos recursos y en paises en vias de desarrollo
(Brady and Burroway, 2012).
Las bases neurobioldgicas de las conductas sociales en el humano aiin
no se conocen completamente, debido a que la dindmica de la formacién
de vinculos de pareja, asi como los efectos de los cuidados parentales, por
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ejemplo, en la modulacién del comportamiento social de la progenie, son
muy complejos dado el alto grado de sofisticacién de nuestro sistema ner-
vioso. Ademas, estandares éticos no permiten su abordaje experimental,
por lo que el uso de modelos animales es una gran herramienta para estu-
diar estas conductas.

En los mamiferos, inicamente el 5-9% de las especies son socialmente
mondgamas, esta estrategia reproductiva se caracteriza por un sistema de
apareamiento en el cual dos individuos consistentemente copulan entre
ellos (Tecot, Singletary, & Eadie, 2015) y/o forman vinculos de pareja, lo
cual conlleva a cuidados biparentales de la progenie. Los vinculos de pare-
ja se definen como una relacién social a largo plazo que se extiende mas
alla de una estacién reproductiva, entre individuos del sexo opuesto (Lu-
kas & Clutton-Brock, 2013; Numan & Young, 2015).

En los altimos afios y dentro de las especies socialmente mondgamas,
es el topillo de la pradera (Microtus ochrogaster) quien ha sido muy utilizado
para estudiar las bases neurobiolédgicas y los mecanismos de plasticidad
neuronal involucrados en los vinculos de pareja, asi como los efectos de los
cuidados biparentales sobre la expresién de las conductas sociales com-
plejas dela progenie. Es una especie que se puede mantener ficilmente en
condiciones de laboratorio donde conserva su comportamiento natural.
Los topillos sexualmente virgenes también se caracterizan por presentar
de manera innata cuidados aloparentales es decir tanto el macho como la
hembra colaboran activamente en el cuidado de las crias. Los topillos de la
pradera pertenecen ala familia de los crisétidos, son endémicos de las pra-
deras del norte de Estados Unidos y sur de Canada. En la naturaleza los
miembros de esta especie viven en parejas macho-hembra, siendo grupos
comunales pequefios compuestos por solo una pareja reproductiva y sus
crias asi como individuos solitarios, lo cual se asemeja a la variabilidad
bioldgica presente también en nuestra especie (Getz & Carter, 1996).

En la edad adulta, las crias del topillo de la pradera pueden dejar el
nido parental y buscar una pareja sexual. A diferencia de otros roedores,
las hembras no presentan ciclo estral al llegar a la madurez sexual. Las
hembras entran en receptividad sexual cuando son expuestas a feromo-
nas de machos no emparentados (Smale, Nelson, & Zucker, 1985; Taylor,
Salo, & Dewsbury, 1992). La cépula por seis horas o la cohabitacién sin in-
teraccion sexual por 24 horas induce un vinculo de pareja, caracterizado
por una preferencia hacia la pareja sexual y la agresién hacia otros congé-
neres. La pareja comparte y defiende su territorio desplegando conductas
parentales, por lo que se forman solidas estructuras familiares (Ahern,
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Hammock, & Young, 2011; Insel, Preston, & Winslow, 1995; Perkeybile,
Griffin, & Bales, 2013; Wang, Hulihan, & Insel, 1997). Una vez que los
vinculos de pareja se han constituido, estos lazos los mantienen unidos
hastala muerte, ya que generalmente el sobreviviente no busca una nueva
pareja (Gobrogge, 2014; Perkeybile et al., 2013; K. A. Young, Gobrogge, Liu,
& Wang, 2011).

En el vinculo de pareja se requiere que los individuos consoliden una
memoria por su compafiero sexual, esta memoria es fundamental para lle-
var a término la gestacidn. Sila hembra es expuesta durante los primeros
17 dias de prefiez a un macho diferente con el que copuld, la hembra aborta
(efecto Bruce) (Smale, 1988). Como se puede apreciar entonces el sistema
olfatorio es crucial paralainduccién de la receptividad sexual, el reconoci-
miento de la pareja sexual, el mantenimiento de la gestacién y evitar el in-
cesto en este modelo animal.

En este capitulo describiremos las principales regiones neuronales y
los neuromoduladores involucrados en la formacién de los vinculos de pa-
reja, asi como los cambios en la plasticidad neuronal inducidos por esta
conducta. Los cambios de plasticidad neuronal en los que nos enfocare-
mos seran la neurogénesis adulta y cambios en la conectividad funcional.
Posteriormente se abordaran algunas alteraciones en la formacién de
vinculos de pareja y los cuidados aloparentales de los topillos criados por
solo un progenitor.

Regiones neuronales y neuromoduladores involucrados en

la formacion de vinculos de pareja

Actualmente se tiene un buen conocimiento de las vias neuronales y los
neuromoduladores involucrados en la formacion del vinculo de pareja. Se
proponen dos procesos plasticos en la formacién del vinculo: la formacién
de la memoria de la pareja, es decir, su representacién neural; y la forma-
cién de una preferencia selectiva por la pareja, la cual implica el manteni-
miento del vinculo (Walum & Young, 2018). Dada la complejidad de estas
conductas, participan tanto mecanismos hormonales como circuitos neu-
ronales relacionados al procesamiento sensorial y al sistema mesolimbico;
este tltimo se asocia a mecanismos de memoriay recompensa. La conver-
gencia de estos circuitos se ha denominado la red de toma de decisiones
sociales (social-decision making network; SDMN) (O’Connell & Hofmann,
2011). Estas redes se encuentran moduladas principalmente por hormo-
nas esteroides, dopamina, oxitocina, y arginina-vasopresina. Aunque
también participan el glutamato, el dcido-I"-amino-butirico y el factor li-
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berador de corticotropinas (Walum & Young, 2018). En particular, se ha
prestado especial atencién a los primeros, ya que diversos estudios han
demostrado su relevancia en la formacién y mantenimiento del vinculo de
pareja. El niicleo paraventricular del hipotalamo es el centro de sintesis
tanto de oxitocina como vasopresina, y gracias a que posee numerosas
proyecciones (Vertes & Hoover, 2008), un gran nimero de regiones de la
SDMN responden a la liberacién de estos neuromoduladores y expresan
sus receptores.

En la primera etapa de la formacién del vinculo, el macho y la hembra
sexualmente maduros inician sus primeras interacciones socio-sexuales,
realizandose un reconocimiento sensorial y contextual, lo cual incremen-
talaliberacién de oxitocina, optimizando la extraccién de informacién so-
cial a través del sistema olfatorio (Oettl et al., 2016). El procesamiento de
estainformacion a través de la amigdala medial determinara si el estimulo
tiene o no relevancia sexual (Yao, Bergan, Lanjuin, & Dulac, 2017). El sep-
tum lateral, sitio de relevo de informacién de relevancia social, modulara
la informacién proveniente de regiones asociadas a la memoria, como la
corteza retrosplenial, la corteza prefrontal y la formacién hipocampal; de
estructuras asociadas a recompensa, como el niicleo accumbens, el palido
ventral y el drea ventral tegmental; y de regiones que participan en proce-
sos de estimulo-respuesta (amigdala basolateral) y toma de decisiones
(corteza cingulada anterior) (Lopez-Gutierrez et al., 2021; Ophir, 2017), Fi-
gura1. De esta forma se integra la informacién contextual y social alas que
seles puede asignar una valencia de recompensa. La actividad conjunta de
estared conducird al individuo a tomar la decisién de continuar o nola in-
teraccién social con el otroy se generard una respuesta conductual acorde.
Silos individuos cohabitan el tiempo suficiente, o copulan (Williams, Ca-
tania, & Carter, 1992), se generard una asociacion entre el estimulo senso-
rial relacionado al conespecifico, con una valencia positiva de
recompensa, formandose asi el vinculo de pareja (L. J. Young & Wang,
2004), Figura 1. La activacién de receptores de oxitocina, dopaminay argi-
nina-vasopresina durante este proceso, seran necesarios para que ocu-
rran cambios plasticos en este circuito neuronal (Aragona et al., 2006).
Estos cambios favoreceran la formacién de la memoria asociada al indivi-
duo con el que se hizo el vinculo, asi como la preferencia a este sobre co-
nespecificos extrafos. Asi, tanto la conectividad funcional cerebral como
el grado de expresion de receptores de arginina-vasopresina y de oxitoci-
na, en algunas estructuras integrando esta red, se relacionaran al nivel de
preferencia por la parejay al grado de sociabilidad particular de cada indi-
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viduo (Lopez-Gutierrez et al., 2021; Ophir, 2017). Ademas de participar en
la formacién del vinculo de pareja en el topillo de la pradera, la oxitocina, la
arginina-vasopresina y la dopamina también inducen cambios plasticos
en estas regiones para la formacion de un vinculo con las crias y fomentar
su cuidado tanto por parte de la madre como del padre (Tabbaa, Lei, Liu, &
Wang, 2017). Principalmente, la activacién de receptores de oxitocina en
el area predptica media es esencial para la expresion de conductas paren-
tales (Rogers & Bales, 2019), aunado a que la activacién de receptores de
dopamina en el nicleo accumbens incrementa conductas de cuidado pa-
rental como la limpieza de las crias (Lei, Liu, Smith, Lonstein, & Wang,
2017). Siendo el vinculo materno una conducta social evolutivamente muy
antigua en el reino animal, no es de sorprender que los circuitos neurona-
les relacionados a su modulacién hayan evolucionado también para exten-
der conductas de vinculo social méas alld del nicleo familiar (Numan &
Young, 2016).

Cambios en la plasticidad neuronal inducidos por la

formacion del vinculo de pareja

Neurogénesis adulta. La neurogénesis adulta es uno de los mecanismos
de plasticidad neuronal estudiado en la formacién del vinculo de pareja.
Por muchos afios se postul6 que la produccién de nuevas neuronas finali-
zaba después del nacimiento. Sin embargo, estudios en aves y mamiferos
han demostrado que la generacién de neuronas es un proceso constante
durante las diferentes etapas del desarrollo del individuo y puede ser un
mecanismo involucrado en los procesos plasticos cerebrales (Altman &
Das, 1965; Goldman & Nottebohm, 1983; Yuan, Li, Ding, & Arias-Carrion,
2014).

Durante la edad de algunos mamiferos se pueden integran nuevas
neuronas en el bulbo olfatorio y en el giro dentado del hipocampo (revi-
sién en (Bedos, Portillo, & Paredes, 2018; Portillo, 2019). Las células nuevas
que llegan al bulbo olfatorio se originan en la zona subventricular, donde
residen las células troncales neurales que generan neuronas, y que migran
a través de la via migratoria rostral y son incorporadas al bulbo olfatorio
principal y accesorio. Las neuronas nuevas pueden facilitar y generar nue-
vos circuitos olfatorios, los cuales son estimulados por conductas como la
eleccién de la comida o la seleccién de la pareja sexual (revisién en (Bedos
et al., 2018; Portillo, 2019).

La neurogénesis adulta tiene un papel fundamental en la conducta se-
xual y materna, en la formacién de memoria de la pareja, en la gestacién,
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entre otros procesos fisioldgicos y conductuales. Sakamoto, demostré que
la disminucién/eliminacién de la neurogénesis adulta, genera que los ra-
tones macho monten menos y un bajo porcentaje, al eyacular, forme tapo-
nes vaginales en la hembra. En las hembras por su parte se provocé una
baja taza de gestacién y no desplegaron cuidados maternos (Sakamoto et
al., 2011). Si en el ratén hembra se inhibe la neurogénesis la memoria de
pareja sexual no se establece, por lo que el ratén hembra no reconocer al
macho con el que copuld y en presencia de este aborta (Oboti et al., 2011).
Mientras que, en la rata macho, la inhibicion de la neurogénesis genera
una disminucién en la eficiencia copulatoria (nimero de intromisio-
nes/nimero de intromisiones mas la frecuencia de monta) (Lau et al.,
2011).

En el topillo se ha propuesto que la neurogénesis adulta puede ser un
mecanismo de plasticidad neuronal subyacente a la formacién de los
vinculos de pareja. En lahembra se ha demostrado que lainduccion del es-
tro, por la exposicién al macho, incrementa en un 90% la proliferacién ce-
lular en la via migratoria rostral y el 80% de las células expresan
marcadores de neuronas inmaduras (Smith, Pencea, Wang, Luskin, &
Insel, 2001). De manera similar se incrementa la proliferacién celular en la
amigdalay en el hipotalamo por la cohabitacién con un machoy se induce
la formacién de vinculos de pareja, (Fowler, Liu, Ouimet, & Wang, 2002).
Asimismo, las hembras gestantes alojadas con machos y sacrificadas tres
dias después del parto, mostraron un incremento en la supervivencia de
células nuevas en la amigdala y en el hipotilamo (Fowler et al., 2002).
Nuestro grupo demostré que las hembras de topillos de la pradera que
cohabitaron y copularon con un macho por 45 dias tienen un incremento
en la supervivencia de neuronas nuevas en el bulbo olfatorio principal, y
en la supervivencia de células nuevas en el giro dentado del hipocampo
(Castro et al.,, en preparacidn), estas células nuevas pueden estar involu-
cradas en la formacién de la memoria de la pareja sexual. En el topillo ma-
cho, nuestro grupo recientemente demostré que el vinculo de pareja
incrementa la proliferacién celular en la regién dorsal de la zona subven-
tricular y el giro dentado del hipocampo, asi como incrementa el ndmero
de neuronas inmaduras en la regién infrapiramidal del giro dentado del
hipocampo (Castro et al., 2020). Los machos que han establecido un vincu-
lo de pareja disminuyen el nimero de neuronas nuevas que sobreviven en
el bulbo olfatorio principal y el giro dentado. Esto es, la neurogénesis adul-
ta puede estar involucrada en los vinculos de pareja en el topillo de la pra-
dera. Se requieren mas estudios para determinar si las células nuevas se
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integran a los circuitos neuronales y determinar si tienen una funcién en
la memoria de la pareja sexual.

Cambios en la conectividad funcional

Aunque se conocen muchas de las regiones neuronales que estan involu-
cradas en los vinculos de pareja en el topillo, las interacciones entre estas
estructuras no se han descrito completamente. Una herramienta para po-
der dilucidar estos mecanismos es la conectividad funcional, la cual es de-
finida como la correlacién temporal de distintas regiones del cerebro que
genera informacién sobre la relacién entre patrones de activacién neuro-
nal y redes neuronales (Friston, Frith, Liddle, & Frackowiak, 1993). Nues-
tro grupo de investigacion caracterizo las redes neuronales en el topillo de
la pradera utilizando la imagen por resonancia magnética (IRM). El estu-
dio se realizé en un resonador Bruker Pharmascan 70/16US, de 7 teslas. En
este estudio identificamos entre 10 y 30 componentes de conectividad
funcional, entre ellos los componentes de la red por defecto (default mode
network; DMN) y la red de saliencia (Ortiz, Portillo, Paredes, Young, &
Alcauter, 2018). La red de defecto se define como un grupo de estructuras
cerebrales que son parte de un sistema funcional, son mds activas en esta-
do de reposo o cuando los sujetos no estan concentrados en una tarea;
mientras que la red de saliencia estd involucrada en eventos bioldgicos,
cognitivos y emocionales; esta red esta involucrada en desérdenes menta-
les como la depresidn, la ansiedad, el autismo y la esquizofrenia. En la red
por defecto, se observé una correlacién entre la actividad de la corteza pre-
frontal y el nticleo accumbens, estructuras que al aumentar su conectivi-
dad funcional favorecen la formacién del vinculo de pareja en la hembra.
Recientemente mediante un estudio longitudinal de andlisis de IRM fun-
cional en estado de reposo, realizado en nuestro grupo de trabajo, encon-
tramos cambios en las redes cerebrales de los topillos de la pradera
machos y hembras como consecuencia de la formacién y mantenimiento
del vinculo de pareja (Lopez-Gutierrez et al., 2021). Estos estudios se reali-
zaron cuando los sujetos no habian tenido contacto fisico con un topillo
del sexo opuesto (basal), posteriormente cada pareja sexual cohabitd y co-
puld libremente por 24 h, los sujetos fueron escaneados para determinar
los cambios en la conectividad funcional en respuesta a la formacién del
vinculo de pareja. Este vinculo fue evaluado mediante la prueba de prefe-
rencia de pareja. Esta prueba se realizd en una caja con tres compartimen-
tos. Los laterales se separan del central por rejas de acrilico con pequefios
orificios. El topillo experimental se coloca en el compartimento central y
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en cada uno de los laterales a la pareja sexual o a un topillo del sexo contra-
rio no conocido del sujeto experimental (extrafio). En esta prueba el topillo
experimental puede oler, ver y escuchar a los dos animales estimulo, pero
no puede interactuar fisicamente con ellos. Se registra el tiempo que pasa
en la proximidad de cada animal estimulo y la latencia de acurrucarse con
uno de los topillos, este parametro indica conducta afiliativa previa al
vinculo de pareja. Posteriormente los topillos fueron escaneados a los 15
dias para determinar la conectividad funcional inducida por el manteni-
miento del vinculo de pareja. Nuestros resultados demuestran que, antes
de la cohabitacién con cépula en los topillos de la pradera macho y hem-
bra, entre més alta esla conectividad entre el palido ventral - amigdala me-
dial — septum lateral - drea ventral tegmental - corteza retrosplenial -
nucleo paraventricular, nicleo paraventricular - corteza retroesplenial -
amigdala basolateral - nicleo accumbens - corteza del cingulo anterior -
nucleo accumbens-giro dentado del hipocampo, es mas corta la latencia
para acurrucarse (huddling). Es decir, la conectividad funcional en esta
red corticoestriatal predice el inicio de la conducta afiliativa en el topillo
de la pradera. Esta red estd entonces involucrada en la saliencia social, la
memoriay el reconocimiento social, la memoria espacial y las redes de re-
compensa. Después de que los topillos cohabitaron y copularon con su pa-
reja sexual se encontrd una correlacién lineal entre el tiempo que pasan
interactuando socialmente (tiempo con su pareja sexual mas el tiempo
con el topillo extrafo) y la red integrada por el septum lateral - nticleo ac-
cumbens - corteza medial prefrontal - amigdala medial - palido ventral
-bulbo olfatorio principal y giro dentado. Por lo que esta red predice las in-
teracciones sociales durante la preferencia de pareja. También se encon-
traron cambios en la conectividad funcional entre la corteza del cingulo
anterior - amigdala basolateral - hipocampo dorsal - septum lateral - corte-
za medial prefrontal - ntcleo accumbens - corteza retroesplenial - hipota-
lamo ventral - palido ventral y 4rea ventral tegmental, cuando se
compararon la linea basal (antes de cohabitar y copular), la formacién (24
horas de cohabitacién con cépula) y el mantenimiento (15 dias de cohabi-
tacién con cépula) del vinculo de pareja. Esto es, una conducta social com-
pleja como son los vinculos de pareja induce cambios en la conectividad
funcional de redes cerebrales involucrados en la formacién de la memoria
de congéneres, la conducta sexual y las conductas recompensantes.
Actualmente nuestro grupo estd interesado en dilucidar la conectivi-
dad funcional en topillos criados en familias uniparentales que presentan
alteraciones en las conductas afiliativas. De la misma manera se pueden
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evaluar los cambios en la conectividad en estas redes cerebrales en topillos
expuestos a drogas de abuso que disrumpen la dindmica de los vinculos de
pareja.

Efectos de los cuidados paternales sobre las conductas

socio-sexuales de los topillos de la pradera

Los cuidados parentales son la primera relacién social en nuestra especie,
donde es habitual que ambos progenitores inviertan en el cuidado de la
descendencia. El cuidado biparental es una estrategia adoptada por los
mamiferos que aumenta la eficacia bioldgica al incrementar las posibili-
dades de supervivencia de la descendencia. Los topillos de la pradera son
una especie que despliega altos cuidados biparentales, ambos progenito-
res se coordinan para el cuidado de la camada para evitar dejar desatendi-
do el nido y defenderlo de otros congéneres y depredadores (Ahern et al.,
2011; Perkeybile et al., 2013).

Eneltopillo dela pradera, se ha demostrado que la ausencia de un pro-
genitor durante el desarrollo tiene un impacto sobre la conducta social de
las crias y los mecanismos neuroquimicos que las modulan (Tabbaa et al.,
2017). Los topillos que son criados tinicamente por su madre (familia uni-
parental), se encuentran mds tiempo desatendidos en el nido, reciben me-
nos acicalamiento y pesan menos que los animales que son cuidados por
ambos padres. Estas diferencias se deben a una disminucién en el enri-
quecimiento social y no a la malnutricién (Ahern et al., 2011). En las crias
con poca estimulacién sensorial o de cuidado uniparental, se han reporta-
do cambios en la expresion de genes relevantes en multiples regiones ce-
rebrales para la manifestacion de la conducta social (Hiura & Ophir, 2018;
Perkeybile et al., 2019; Seelke, Perkeybile, Grunewald, Bales, & Krubitzer,
2016), influyendo en la funcién enddcrina y conducta socio-sexual en la
etapa adulta (Ahern & Young, 2009; Bales et al., 2007; Hiura & Ophir, 2018;
Keebaugh & Young, 2011; Perkeybile et al., 2019).

Enlaedad adultalas hembras criadas solamente por su madre presen-
tan una disminucién en las conductas aloparentales espontaneas dirigi-
das a las crias (Ahern & Young, 2009) y despliegan con sus propias crias
menos cuidados maternales en comparacién alas hembras criadas por sus
dos padres (Ahern et al., 2011). Asi mismo, los topillos criados en familias
uniparentales muestran un retraso en la formacién del vinculo de pareja
(Ahern & Young, 2009). De esta forma, los topillos hembra y macho adul-
tos criados en familias con sus dos padres requieren de 24 horas de cohabi-
tacién con su pareja sexual para formar una preferencia selectiva por esta.

177



MODELOS ANIMALES: LOS ANIMALES QUE ENSENAN

178

En cambio, machos y hembras criados en familias uniparentales después
de 24 horas de cohabitacién, no muestran preferencia por su pareja sexual
en comparacién con un individuo extrano del sexo opuesto. Estos sujetos
requieren hasta una semana de cohabitacidn para preferir a su pareja se-
xual (Ahern & Young, 2009). Este efecto se ha atribuido a la experiencia so-
cial temprana, la cual en este roedor depende principalmente de la
recepcion de estimulos sensoriales por parte de los padres.Diversos inves-
tigadores (Seelke et al., 2016). Rogers y Bales (Rogers & Bales, 2020) han
demostrado que los topillos hembra criados por su madre con la ayuda de
una hermana mayor de una camada anterior, recibieron una mayor canti-
dad de cuidados parentales que los topillos criados solo por su madre y to-
pillos criados por su madre y padre, debido a que la hermana despliega
conductas aloparentales que son en mayor cantidad que los cuidados del
padre. Cuando las hembras fueron criadas por su madre y hermana llegan
alaedad adulta, copulan y cohabitan con el macho con quien establecieron
un vinculo de pareja en un tiempo similar a lo observado por los topillos
hembras criados por ambos progenitores. Es decir que en la hembra el in-
cremento en los cuidados posnatales obtenidos por la madre y una herma-
na revierten el retraso en la formacién del vinculo de pareja observado en
sujetos en crianza uniparental. Interesantemente los machos criados por
la madre y la hermana, en la edad adulta después de la cohabitacién con
coépula muestran un retraso en la formacién del vinculo de pareja de forma
similar a los machos criados en familias uniparentales. En los machos
otras caracteristicas exclusivas del padre juegan un papel preponderante
en esta conducta afiliativa. La crianza con la madre yla hermana mayor no
modific sustancialmente en la progenie las conductas aloparentales.

Conclusion

El topillo de la pradera es una especie que en los tltimos afios ha cobrado
una gran relevancia para el estudio de las bases neuronales de conductas
sociales complejas como son los vinculos de pareja y los efectos de los cui-
dados paternos sobre las conductas sociales de la progenie. Estos conoci-
mientos en ciencia basica contribuirdn a entender las alteraciones en las
conductas sociales en nuestra especie ya que las deficiencias en la habili-
dad o motivacién para conectarse con otros impacta profundamente en la
vida de los individuos con desordenes en las conductas sociales como el
autismo, desordenes bipolares, depresién ansiedad y esquizofrenia.
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Figura 1: Regiones cerebrales involucradas en el circuito del vinculo de pareja en
el topillo de la pradera. Las regiones en color azul se han asociado a procesamien-
to de informacién de relevancia contextual y social, las regiones en color rojo a la
asignacién de valencias de recompensa, y las color verde a la toma de decisionesy
conducta motivada. El ntcleo paraventricular (PVN) sitio de sintesis de oxitocina
y vasopresina, tiene proyecciones a regiones de la corteza, de la formacién hipo-
campal y del sistema mesolimbico; la liberacién de estos nanopéptidos es necesa-
ria parala modulacién de la conducta social. El drea ventral tegmental (VTA) es el
principal nicleo de sintesis de dopamina y la liberacién de esta es necesaria para
la formacién del vinculo y modular conductas de motivacién y de recompensa.
ACC: corteza cingulada anterior. AON: niicleo olfatorio anterior. BLA: amigdala
basolateral. Hip: hipocampo. LS: septum lateral. MeA: amigdala medial. mPFC:
corteza medial prefrontal. MPOA: rea predptica media. NAcc: nicleo acumbens.
OB: bulbo olfatorio. RSC: corteza retrosplenial. VP: pallidum ventral.
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XI

Modelos animales para
estudiar el miedoyla
ansiedad

Rodrigo Triana Del Rio
Tamara Cibrian-Llanderal

Introduccion

sta bien tener miedo. Todos podemos tener miedo en diferentes mo-
E mentos de nuestra vida. Desde miedos basicos como al fuego, a la

sangre, a las alturas; hasta miedos mas complejos como perder a un
ser querido o a no cumplir nuestras metas en la vida. El problema viene
cuando el miedo se generaliza y se sale de control, cuando estamos aterra-
dos y no podemos salir de nuestra casa o no podemos conciliar un suefio
durante un ataque de panico. También cuando sufrimos un trauma en la
infancia relacionado a un estimulo “X”, y toda la vida creamos una aver-
sién hacia todo lo que nos recuerde “X”. El aprendizaje de los posibles peli-
gros del entorno es fundamental para la funcién de adaptacién, que
promueve la defensa contra las amenazasy reduce la necesidad de volver a
aprender sobre el peligro, pero a veces el aprendizaje del miedo puede ser
inadaptado, lo que puede convertirlo en ansiedad excesiva. Los modelos
animales han sido ampliamente utilizados para entender los diferentes
mecanismos neurales del miedo y de la ansiedad. En este capitulo se revi-
saran diferentes definiciones del miedo y la ansiedad, los modelos de mie-
do condicionado utilizados en laboratorio, ademdis de las bases
neurobioldgicas del miedo y su neuromodulacién.

Circuitos de supervivencia y estrategias de defensa: cuando

el miedo se convierte en ansiedad

La ansiedad puede definirse como una respuesta adaptativa generada por
factores fisicos, emocionales y ambientales, dichos factores activan los
mecanismos de alarma en el individuo asegurando la supervivencia; la an-
siedad también es considerada como una patologia cuando esta es genera-
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lizada e inadaptada, cerca de 260 millones de personas a nivel mundial
tienen trastornos de ansiedad (OMS, 2016). Los trastornos relacionados
con la ansiedad son, en la actualidad, un problema psiquiatrico, farmaco-
légico y econémico de alcance mundial, de acuerdo a la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS, 2016), desde 1990 el nimero de personas que
sufren de ansiedad en algiin momento de suvida ha aumentado en casi un
50%. De hecho, cerca del 10% de la poblacién mundial se ve afectada por
trastornos mentales y esto representa el 30% de la carga de enfermedades
no mortales a nivel mundial (OMS, 2016). De esta forma, la reduccién de
las neuropatologias relacionadas con la ansiedad y el miedo representa
una prioridad en el actual sistema de salud.

Diferentes neurocientificos de la actualidad han postulado su aproxi-
macién hacia la definicién del miedo, y la integracién de diferentes pun-
tos de vista provee una riqueza a la teoria que sustenta los experimentos
en el laboratorio (Mobbs et al., 2019). Por ejemplo, Michael Fanselow pro-
pone que el miedo (y la ansiedad) pueden ser colocados a lo largo de un
continuo de amenaza-inminencia, donde la intensidad de la amenaza
puede estar vinculada a procesos de motivacién y comportamientos de-
fensivos. El miedo es un sistema de comportamiento neuronal que evolu-
ciond para proteger a los animales contra las amenazas ambientales
(depredadores) (Fanselow et al., 2005).

Lisa Feldman Barrett propone que el miedo, como otras categorias
emocionales, no tiene precisamente un sustrato neuroanatémico de ca-
bleado fijo, sino que forma parte de un sistema cerebral dindmico en el que
las sefiales de prediccién del peligro son categorias que se ensamblan a
partir de experiencias pasadas, similares a las condiciones actuales. En
esta vision el cerebro va creando continuamente conceptos contextual-
mente relevantes que son apropiados para la homeostasis de un animal.
Asi, cada evento mental (como el miedo) se construye en el cerebro de un
animal como un plan para ensamblar el motory las acciones visceromoto-
ras que las sustentan (Barret et al., 2017). En una postura mas clinica,
Kerry Ressler define el miedo como una combinacién de las respuestas de-
fensivas -fisiolégicas, de comportamientoy (tal vez en el caso de los huma-
nos) la experiencia consciente y las interpretaciones de estas respuestas
que son activadas por estimulos especificos (Mobbs et al., 2019). En el caso
delos sistemas experimentales en el laboratorio, estos estimulos son sefia-
les externas, pero presumiblemente en los humanos también pueden te-
ner representaciones internas (pensamientos y recuerdos que pueden en
si mismas ser sefiales de miedo) (Davis et al., 2006).
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Finalmente, Joseph LeDoux sostiene que los estados de miedo subjeti-
vos implican circuitos cognitivos de orden superior, y s6lo pueden ser inte-
grados en el cerebro humano. Asi, las experiencias de miedo son
experiencias emocionales ensambladas cognitivamente por circuitos corti-
cales que los otros animales no tienen. En roedores y otros animales, es po-
sible sin embargo observar la actividad de los “circuitos de supervivencia
defensiva”. La activacion de estos circuitos subcorticales, que controlan las
respuestas conductuales y fisiolégicas que ocurren al mismo tiempo, pue-
den intensificar la experiencia al proporcionar entradas a los circuitos cog-
nitivos, pero no determinan el contenido de la experiencia, que es algo més
consciente o cortical. Mientras que otros animales pueden tener algin tipo
de experiencia cuando estan en peligro, no es posible medir cientificamente
en el laboratorio lo que experimentan, y si pudiéramos, es poco probable
que fuera equivalente al tipo de conciencia personal cognitivamente en-
samblada de estar en peligro que los humanos experimentan. Tal funcién
cognitiva es necesaria para explicar la variedad de situaciones amenazantes
en las que se puede experimentar conscientemente el miedo humano; por
ejemplo: depredador, conespecifico, homeostatico, social, existencial (Le-
Doux, 1996; 2015).

Un punto en que todas estas teorias coinciden es en el beneficio de ob-
servar el comportamiento animal, y de disefiar experimentos que muestran
la causalidad basica de funciones cerebrales a tales comportamientos, esta
es la base de la neurobiologia de las respuestas emocionales.

Sabemos que es fundamental ajustar con flexibilidad el comporta-
miento del miedo cuando las circunstancias cambian. De hecho, la falta de
adaptacién alas condiciones cambiantes puede contribuir a los trastornos
de ansiedad. Un aspecto central de la modulacién del miedo es la capaci-
dad de trasladar con flexibilidad las respuestas del miedo de un estimulo a
otro, siun estimulo que antes era una amenaza se convierte en algo seguro
osiunestimulo que antes era seguro se convierte en una amenaza. Si el ce-
rebro no es capaz de realizar esto producird acciones y reacciones de mie-
do mal adaptadas, es por ello que diferentes areas del cerebro deben
trabajar en armonia para hacer una dindmica percepcion del peligro e in-
tegracion de respuestas emocionales.

Un circuito neuronal que subyace a la expresion de las respuestas de
defensa provocadas por amenazas condicionadas e incondicionadas (pre-
sumiblemente innatas) puede ser llamado “circuito de supervivencia de-
fensiva” (LeDoux, 2012; 2014) que es similar a lo que se ha llamado un
sistema de defensa (Davis et al., 2006). Los circuitos cerebrales de supervi-
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vencia se conservan dentro de las especies de mamiferosy, en cierta medi-
da, entre los vertebrados, es por ello que podemos estudiar la conducta
defensiva de animales de laboratorio para comprender mejor las bases
neurobiolégicas de las reacciones defensivas y emocionales en los
humanos.

Modelos de condicionamiento del miedo

Tradicionalmente, los investigadores interesados en el aprendizaje de los
mamiferos y otros vertebrados recurren al condicionamiento Pavloviano,
inspirado por el uso satisfactorio de enfoques de condicionamiento sim-
ples en los estudios de invertebrados (Carew et al. 1981). Esta estrategia
funcioné notablemente bien, y el condicionamiento del miedo Pavloviano
se convirti6 en el método estandar para estudiar el miedo, asi como para
los estudios de la relacién entre la emocién yla memoria, usando los patro-
nes de congelacién o pardlisis como evidencia de la respuesta del miedo
(LeDoux et al., 2012; LeDoux et al., 2014; LeDoux et al., 2017).

Los recuerdos de miedo son causados por amenazas concretas. Du-
rante el aprendizaje condicionado por el miedo, un estimulo aversivo o un
estimulo incondicionado (EI), como una leve descarga eléctrica en los roe-
dores o un disparo en los humanos, se asocia con un estimulo sensorial
neutro o un estimulo condicionado (EC), como un tono, un olor o una se-
fnal visual, lo que da lugar a la creacién de un recuerdo condicionado de
miedo. Cuando el individuo se vuelve a exponer al EC, la memoria de mie-
do se recupera o se recuerda, generando una respuesta de miedo (LeDoux
2012; Alberini 2013), acompafiado de la activacién de toda una serie de res-
puestas fisiolégicas (Debiec & LeDoux 2006). Mientras tanto, los estados
de ansiedad pueden ser inducidos por amenazas circunstanciales, poten-
ciales, imaginarias o anticipadas, que estan mas relacionadas con la gene-
ralizacién no convencional del miedo.

El EC llega a provocar respuestas conductuales tipicas de la especie
(presumiblemente innatas) (por ejemplo, comportamiento de congela-
cidén/paralisis ) y apoyar los ajustes fisioldgicos controlados por el sistema
nervioso auténomo (por ejemplo, cambios en el ritmo cardiaco, la presién
arterial, la respiracion) o por los sistemas endocrinos (por ejemplo, la hor-
mona adrenocorticotrdpica, el cortisol, la epinefrina). A través del condi-
cionamiento del miedo, los investigadores tienen asi el control de las
condiciones precedentes (las variables independientes, el EC y el EI) y
pueden medir los resultados (variables dependientes, como el comporta-
miento de congelamiento o las respuestas del sistema nervioso auténo-



MODELOS ANIMALES PARA ESTUDIAR EL MIEDO Y LA ANSIEDAD

|..
Depredador |
{Estimulo Incondicionado) '~

e
k3

Congelacién/
Parilisis

Evitacion Activa

189

Figura 1. Un depredador es percibido como amenaza por el circuito neuronal de
defensa, y serd catalogado por él como un estimulo incondicionado de peligro. E1
miedo desencadenard respuestas emocionales de defensa: congelacion/paralisis
o evitacidn activa. Ilustracidn: Javier Triana-Del Rio.
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mo). Esta es una forma experimental para conocer cémo las memorias
aversivas se forman en diversas areas del cerebro involucrando cambios
celulares, sindpticos y de red neuronal.

El procedimiento de condicionamiento del miedo funciona porque
aprovecha un proceso llamado aprendizaje asociativo que es una caracte-
ristica de los circuitos en los sistemas nerviosos de muchos, si no de todos
los animales y también puede existir en los organismos unicelulares.
Cuando el aprendizaje asociativo se produce en el circuito que se ocupa del
procedimiento de condicionamiento del miedo, el proceso de aprendizaje
en si mismo se denomina también condicionamiento del miedo. El proce-
so de condicionamiento del miedo permite a los EI alterar la eficacia del
ECenlaactivacién delos circuitos que controlan las respuestas de defensa
en anticipacién al dafio. El condicionamiento del miedo tiene muchas ca-
racteristicas atractivas como herramienta de laboratorio. Se adquiere ra-
pidamente, y es duradero, a menudo persistiendo a lo largo de la vida.
Ademas, puede ser utilizado en una amplia gama de animales, incluyendo
vertebrados e invertebrados, lo que permite explorar hasta qué punto me-
canismos similares subyacen al proceso de condicionamiento en diversos
organismos. Una posible desventaja es que, a pesar de que las aproxima-
ciones farmacoldgicas que utilizan el modelo de miedo condicionado pue-
den ser exitosas, la perspectiva psiquidtrica de los mismos firmacos en
humanos es mas compleja, ya que requiere una visién holistica (psicotera-
pia), relacionada con el nivel de complejidad cerebral en la corteza pre-
frontal de los humanos (consciencia emergente).

Por su parte, en el condicionamiento de la evitacién, como ejemplo de
accién motivada defensiva, los animales aprenden a realizar (evitacién acti-
va) 0 a retener (evitacion pasiva) una accion con el fin de evitar resultados
negativos o perjudiciales (tipicamente una descarga eléctrica). Las respues-
tas que se miden en los estudios de evitacién incluyen el desplazamiento
(moverse entre habitaciones), el giro de la rueda o la presién de una palanca.
El condicionamiento de la evitacién se ha entendido tradicionalmente
como un proceso de dos etapas. En primer lugar, los estimulos se asocian
con el choque mediante el condicionamiento pavloviano, y luego se realizan
respuestas instrumentales que terminan o escapan (o evitan) esos estimu-
los amenazantes, proporcionando asi un refuerzo negativo de la respuesta
(LeDoux et al., 2017). Como una ventaja, dado que ayuda a hacer frente auna
amenaza, la respuesta de evitacién puede, por lo tanto, utilizarse para estu-
diarla motivacién aversiva que ayuda a disminuir las respuestas de congela-
miento. Una desventaja en el modelo de evitacion condicionada es que esta
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respuesta comportamental proactiva puede ser en si misma adaptativa o
patoldgica. Sila evitacidn, una vez aprendida, se vuelve excesivay llega a in-
terferir con la vida diaria, entonces pierde sus cualidades adaptativas. Esto
suele ocurrir cuando la respuesta de evitacion se vuelve habitual (LeDoux,
2017). Es por ello que deben respetarse e interpretarse correctamente los
puntos de adquisicién, mantenimiento y extincion de respuestas de evita-
cién condicionada.

Sonido
(Estimulo Condicionada)

™\,
Shock eléctrico ]/ b
{Estimulo Incondicionado) W
% Congelacién/Paralisis Evitacién Activa

Figura 2. En el laboratorio las respuestas defensivas de miedo pueden observarse
por medio del condicionamiento pavloviano o instrumental en cajas/aparatos de
conducta. Un estimulo sensorial como un sonido se volverd un estimulo condicio-
nado cuando se asocia a un estimulo amenazante, como un ligero shock eléctrico
(estimulo incondicionado). Tal condicionamiento desencadenard respuestas de-
fensivas condicionadas: congelacién/pardlisis o evitacién activa. Ilustracién: Ja-
vier Triana-Del Rio.

Los estados de ansiedad y los recuerdos de miedo se producen en parte
por los mismos circuitos neuronales, al activar los diferentes sub nicleos
de la amigdala y la corteza prefrontal entre otras areas del cerebro (Le-
Doux 2014; 2016; Davis et al., 2006; Tye & Deisseroth 2012; Anderson y
Adolphs 2014; Tovote y otros 2015), de modo que las opciones de trata-
miento del miedo condicionado y la ansiedad pueden superponerse. Ade-
mas, los recuerdos de ansiedad y miedo estan codificados en un “engrama
neuronal”, que ha sido representado por una poblacién especifica de neu-
ronas activadas durante eventos especificos de aprendizaje (Tonegawa et
al. 2015). Estanocién proporciona un sustrato celular que puede ser some-
tido a modulaciéon neuroquimica durante el recuerdo de la memoria origi-
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nal (re-consolidacién), pero también durante su extincién (Alberini, 2013;
Triana-Del Rio et al., 2019).

Porlo tanto, se necesitan terapias eficaces de modulacién de los engra-
mas neuronales del miedo para promover su extincion, y el aprendizaje de
la extincidn estd en la base de esta neuromodulacién durante la terapia
psicoldgica. En efecto, la extincién de las respuestas condicionadas al mie-
do, que abarca la formacién de nuevas memorias aversivas que codifican
la seguridad y, por lo tanto, inhiben el miedo, representa un mecanismo
importante en el tratamiento de los trastornos de ansiedad, como el tras-
torno de estrés postraumdtico (TEPT), la fobia social, los trastornos de pa-
nico y la generalizacién del miedo. Los neurocientificos se encargan de
descubrir en animales de laboratorio cémo modular la actividad neuronal
desde diferentes aproximaciones experimentales, y esto brinda informa-
cién que puede resultar de utilidad en el ambito clinico.

Si se pudiera restaurar una antigua memoria de miedo incorporando
informacién neutra o mas positiva, proporcionada en el momento dela re-
cuperacién, podria ser posible modificar permanentemente las propieda-
des de miedo de esta memoria (Debiec and LeDoux, 2006; LeDoux, 2017).
Los medicamentos que no logran reducir los sentimientos de miedo o an-
siedad pueden, sin embargo, tener efectos beneficiosos al controlar los
sistemas defensivos que son demasiado sensibles y que producen reaccio-
nes defensivas exageradas, evitacion excesiva, hiperactivacion, hipervigi-
lancia, etc. El enfoque de dos sistemas (regulacién cortical y subcortical)
sugiere que una comprension detallada de los circuitos neuronales y sus
funciones puede ayudar a establecer expectativas realistas sobre lo que
pueden lograr los medicamentos combinados con la terapia psicoldgica.
Nuevas aproximaciones tecnoldgicas en las neurociencias permiten estu-
diar, en el laboratorio, estas funciones cerebrales en tiempo real, mientras
los animales expresan conductas defensivas, algunas de ellas son: estimu-
lacién optogenética, estimulacién quimiogenética, registro electrofisiol6-
gico unitario o multiunitario, registro de actividad de calcio, registro de
fotometria de fibra, microscopio de dos fotones, etc.

Necesitamos aprender el idioma de las neuronas para

comunicarnos con ellas

Basicamente, todos los circuitos del cerebro (por ejemplo los del mie-
do/ansiedad) funcionan por conexiones eléctricas/quimicas entre las
neuronas, y los mensajes que ellas envian/reciben pueden ser codificados
en la excitacién/inhibicién de potenciales de accién y la potenciacién si-



néaptica. El miedo entonces puede ser comprendido como una funcién de
circuitos neuronales, ya que todo comportamiento es originado en el cere-
bro. Los circuitos neuronales y los mecanismos celulares, sindpticos y mo-
leculares que subyacen a la adquisicién y expresién de respuestas de
miedo condicionado han sido caracterizados con detalle. (Quirk et al.,
2008, LeDoux, 2015, Fanselow et al, 2005, Johansen et al., 2011). Tradicio-
nalmente, la amigdala y sus subntcleos han sido un centro cerebral im-
portante en la integracién y produccién de comportamientos de defensa.
El ntcleo lateral de la amigdala (LA) recibe entradas sensoriales sobre el
ECyel EL

Tabla 1. Principales areas cerebrales involucradas en la integraciéon del miedo

r N (7 Y
Estructura cerebral Funcién

s g i : h
Amigdala Detecta y responde a amenazas p ] aporta la 1a

emocional de los estimulos.
A

Filtra y controla conductas de acuerdo al raciocinio y prediccién del éxito, ayuda a

Corteza prefrontal regular a la amfgdala para razonar si un estimulo es beneficioso o inocuo y
i hacia dife los de peligro.
- B
5 Ayuda a crear memorias de contexto hacia los estimulos que han producido
Hipocampo A B
reacciones de miedo.
A A
. Pone en ha la 16n motora y también la valencia positiva de par o
[ttiade ‘ | evadir el miedo
&
Area basal de la estria Es parte de un circuito de defensa innato que detecta y procesa amenazas inciertas
terminalis para generar ansiedad.
L /

Creacién propia con informacién de: LeDoux, 2002; LeDoux, 2014; Ochsner et al. 2002;
LeDoux et al., 2017; Triana Del Rio et al., 2019.

Antes del entrenamiento, el EC sélo activa débilmente las neuronas de
LA. Después de que el EC se asocia con el EI, la capacidad del EC para acti-
var el LA aumentay con él, el fortalecimiento de la plasticidad sindptica en
estas conexiones. Cuando el EC mas tarde ocurre sélo, la activacién del EC
del LA lleva a la actividad neuronal que se propaga a través de los circuitos
de la amigdala,, particularmente el niicleo central (CeA). Las conexiones
de salida del CeA resultan entonces en la expresion de un comportamiento
defensivo y respuestas fisiolégicas, asi como cambios en la excitacién del
cerebro. La plasticidad sindptica también se produce en el nicleo central
dela amigdala (Haubensak et al., 2010). A nivel celular y molecular, el con-
dicionamiento del miedo se produce cuando las neuronas de LA que pro-
cesan el EC se activan débilmente, al mismo tiempo que los EI
despolarizan fuertemente las neuronas (Fanselow et al., 2005; Johansen et
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al,, 2011). Esto resulta en un aumento de la fuerza de las sinapsis que pro-
cesan el EC, permitiéndole activar mas eficazmente los circuitos de la
amigdala en el futuro cuando se enfrenten peligros semejantes. Los meca-
nismos intracelulares y sinapticos involucrados dan como resultado la ex-
presién de genes y la sintesis de proteinas, estabilizando los cambios
temporales en la fuerza sindptica y creando memorias a largo plazo. De
forma interesante, muchos de los hallazgos moleculares se realizaron si-
guiendo la investigacién de aprendizaje y memoria usando animales in-
vertebrados (Carew et al., 1981).

El condicionamiento del miedo se convirti6 asi en un proceso que es
llevado a cabo por células, sinapsis y moléculas en circuitos especificos del
sistema nervioso. Como tal, el condicionamiento del miedo se explica tini-
camente en términos de las asociaciones creadas y almacenadas a través
de mecanismos de plasticidad celular, sindptica y molecular en los circui-
tos de la amigdala. Cuando posteriormente se produce el EC, se activa la
asociacién y conduce a la expresién de respuestas defensivas tipicas de la
especie y que preparan al organismo para hacer frente al peligro sefialado
por el EC. No hay necesidad de que intervengan sentimientos conscientes
de miedo (Davis et al. 2006).

En los animales, la regulacién del miedo (adaptacién) puede estudiar-
se examinando la manera en que se tratan los estimulos que provocan
miedo. Aunque las ratas se congelan inicialmente cuando son expuestas a
un EC asociado con un leve choque eléctrico, pueden, con entrenamiento,
aprender a controlar activamente su exposicién al EC por medio de la evi-
tacion o el escape y asi reducir sus consecuencias aversivas (Amorapanth
et al., 2000;LeDoux et al., 2017). Por ejemplo, los roedores pueden apren-
der a cruzar al otro lado de una camara para terminar o prevenir la apari-
cién de un EC temible, como lo harian normalmente al evitar o escapar de
un depredador en su hdbitat natural. El dafio al ntcleo central de la amig-
dala impide la congelacién del EC pero no interfiere con la capacidad de
aprender respuestas que terminen o impidan el EC (evitacién activa). En
cambio, el dafio a la amigdala basal no tiene efecto sobre la congelacién,
peroimpide el aprendizaje de la respuesta activa. El dafo en el niicleo late-
ral precede a ambas formas de aprendizaje. Estos hallazgos son pertinen-
tes para comprender los beneficios de las estrategias activas de
afrontamiento en los trastornos de la seguridad, de la ansiedad y de me-
morias aversivas (Sotres et al., 2006; LeDoux et al., 2017).
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La neuromodulacion del miedo yla ansiedad
Los neuromoduladores ejercen efectos sobre la forma en cémo las neuro-
nas se comunican. Esto es especialmente importante para los circuitos
que codifican el miedo y la ansiedad, ya que los neuromoduladores regu-
lan de forma muy fina la excitacién de potenciales de accién y la potencia-
cién sindptica, estaesla formaenla que funcionan los medicamentos para
reducir el miedo y la ansiedad. Un método para reducir la respuesta al
miedoyansiedad es el uso de agentes farmacoldgicos que se dirigen preci-
samente a la plasticidad sindptica de los circuitos neuronales de las me-
morias de extincion, cuyas vias de sefalizacion descendentes pueden
permitir la extincién del miedo y fortalecer la memoria de la extincién de
manera continua en los modelos preclinicos y clinicos (véase: Bukalo etal.,
2014; Singewald et al., 2015). Estos compuestos farmacoldgicos son proba-
dos en animales de laboratorio como un paso inicial para probar su efecti-
vidad en humanos. Por ello, se utilizan experimentos que muestran las
reacciones de miedo y ansiedad en ellos, de una forma biolégicamente ho-
mologa a la experiencia humana. De hecho, los agentes farmacolédgicos
aplicados después de la recuperacién de la memoria del miedo podrian fa-
cilitar la extincién del miedo, como lo demuestran los aparentes efectos
amnésicos del propranolol, un antagonista beta-adrenérgico, en los ani-
males y los seres humanos (Kroes et al., 2016). Asi como los neuroquimicos
exdgenos, los neuromoduladores o neuroquimicos enddgenos en el cere-
bro también ejercen un efecto sobre la excitacién de potenciales de accién
y potenciacion sinaptica, y de esta forma en la estabilidad de redes sinapti-
cas subyacentes a las memorias de miedo (Triana-Del Rio et al., 2018).
Un claro ejemplo es el de los neuromoduladores de la amigdala central,
que como se menciond es un importante pivote cerebral en la integracién
delas respuestas de miedo. La amigdala central tiene un rico repertorio de
neuropéptidos y receptores de neuropéptidos. (van den Burg & Stoop,
2019). La investigacion de estos neuromoduladores representa un primer
paso en el uso de la neuroquimica endégena como terapias farmacoldgi-
cas para tratar trastornos de miedo y ansiedad, principalmente actuando
en la amigdala y en otras redes neuronales que integran las emociones.
Entre estos neuromoduladores, la sefalizacién efectuada por la oxitocina
y sus receptores, ha demostrado ser efectiva en las zonas corticales y lim-
bicas que modulan numerosas funciones comportamentales (Triana-Del
Rio et al., 2015; Eliava et al., 2016; Terburg et al., 2018), actuando sobre los
circuitos del miedo y la ansiedad, y que aumentan la prominencia de los
estimulos sociales (Stoop, 2012).Lo anterior sin duda ofrece una perspecti-
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va que sugiere que la oxitocina podria ser un agente farmacoldgico prome-
tedor para ajustar la consolidacién de la memoria y favorecer la extincién
del miedo. Ademas, es posible que los cambios a largo plazo en la senaliza-
cién de la oxitocina enddgena también puedan contribuir a reducir la ex-
presién del miedo en diferentes dreas cerebrales (Triana-Del Rio et al.,
2019).

Los animales de laboratorio nos muestran como manejar

nuestras respuestas emocionales

En 1872, Charles Darwin publicé “La expresion de las emociones en el
hombre y los animales” (Darwin, 1872/1965). Durante gran parte de este
trabajo, Darwin se preocupd por documentar las manifestaciones exter-
nas de las emociones (expresiones) por las que los animales producen ges-
tos faciales y corporales que caracterizan una emocién particular como el
miedo, la ira o la felicidad. Darwin sefial6 cudntas expresiones se conser-
van entre especies; la ira implica una mirada directa con la boca abierta y
los dientes visibles, etc. Afirmé que tales expresiones son innatas “es decir,
no han sido aprendidas por el individuo”. Ademas, tales expresiones per-
miten a un animal interpretar el estado emocional de otro animal; por
ejemplo, si es probable que un animal ataque, o es probable que acoja con
agrado un avance sexual. La contribucién de Darwin fue proporcionar evi-
dencia preliminar sobre como se pueden conservar las emociones entre
especies. Su estudio de las expresiones resuena con algunos enfoques,
como los intentos de Ekman de definir las emociones “basicas” de las com-
paraciones de expresiones faciales (Ekman et al., 1972). Investigaciones
mas recientes han dilucidado los origenes funcionales de algunas de estas
expresiones. Por ejemplo, una expresion de miedo planteada aumenta el
campo visual y el volumen nasal y conduce a movimientos oculares mas
rapidos (adaptativos para detectar peligro), mientras que una expresion
de disgusto tiene una efectividad opuesta (adaptativa para evitar contami-
nantes) (Susskind et al., 2008).

La evidencia reciente sugiere que la funcién y la estructura del cerebro
estan evolutivamente relacionados en varias especies. Esta relacion histo-
rica entre diferentes especies de mamiferos permite el estudio de funcio-
nes mentales humanas en animales en condiciones normales y
patoldgicas. Esta idea constituye un soporte tedrico para la aplicacion del
método experimental en Psiquiatria. Los modelos de enfermedades psi-
quiatricas en animales representan hoy un capitulo importante de la in-
vestigaciéon médica y bioldgica. Los modelos de ansiedad en roedores se
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han utilizado ampliamente para investigar las caracteristicas basicas y
farmacolégicamente modificadas del comportamiento relacionado con la
ansiedad en los mamiferos. Las principales pruebas que existen son la
prueba del laberinto en cruz elevado (EPM en inglés) y la prueba de campo
abierto (OF por sus siglas en inglés). Estas pruebas de laboratorio explotan
la aversion natural de los roedores a los campos expuestos (Carola et al.,
2002). Por lo tanto, se basan en un agente ansiégeno, como un campo ele-
vadoy sin proteccién o un drea abierta (Ramos et al., 1998), expresando el
nivel de ansiedad por el nimero de entradas y el tiempo de permanencia
en el drea de aversion. El EPM y el OF tienen una excelente sensibilidad bi-
direccional a los tratamientos farmacoldgicos y conductuales (Gribel et
al., 2000; Carola et al., 2012). Por este motivo, estas pruebas procuran gran
beneficio cuando los neurocientificos evaltan la base genética o farmaco-
légica del comportamiento ansioso en los roedores.

Asi, este tipo de pruebas en el laboratorio han ayudado a descubrir en
los roedores, como sucede en los humanos, que los rasgos individuales de
ansiedad son contribuyentes significativos a las diferencias interindivi-
duales en la vulnerabilidad al estrés. Especificamente, el rasgo de alta an-
siedad es un fenotipo de vulnerabilidad clave. Los individuos altamente
ansiosos muestran tanto alteraciones de comportamiento como déficits
cognitivos, junto con respuestas fisiologicas de estrés mas reactivas (We-
ger & Sandji, 2018).

Respuestas emocionales de miedo

Un estado organico defensivo se desencadena por la actividad en los cir-
cuitos de supervivencia que detecta las amenazas y genera reacciones de
defensa automaticas (LeDoux, 2014). El término “circuitos defensivos mo-
tivacionales” es titil como una descripcion de los circuitos neurales que, en
presencia de sefiales de prediccién de amenazas, controlan los comporta-
mientos defensivos instrumentales en el habitat natural (acciones dirigi-
das a un objetivo como la evitacién y otras respuestas de afrontamiento).
Los circuitos de deteccién estan preformados en el cerebro para responder
alasamenazas tipicas de las especies o estan cableados a través de la expe-
riencia (como el aprendizaje social) para detectar nuevos estimulos que
predicen las fuentes de dafio (LeDoux et al., 2017). Cuando una amenazala
activa, se producen diversas respuestas: comportamientos tipicos de las
especies (por ejemplo, congelamiento), respuestas fisioldgicas periféricas
de los sistemas nervioso y endocrino auténomos que producen sefales
que retroalimentan al cerebro, y cambios en la actividad cerebral, incluida
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la transmision sinadptica dentro de los circuitos y entre ellos, y aumentos
de la excitacién general debido a la liberacién generalizada de neuromo-
duladores aminérgicos (por ejemplo la noradrenalina). En conjunto, estas
respuestas constituyen el estado defensivo del organismo. Esos estados
son multidimensionales, no unitarios, ya que los diferentes componentes
pueden activarse en distintos grados en condiciones diferentes (LeDoux,
2002; 2014).

Conclusiones

Cuando el organismo se encuentra frente a un peligro o un estimulo que
ha asociado con el peligro, primero hay una reaccién (congelamiento/pa-
rdlisis, respuestas hormonales) hacia este estimulo y luego una accién
(evitacidn, lucha o huida) hacia el mismo. Esta secuencia de reaccién y ac-
cién se observa repetidamente en las experiencias aversivas evocadas en
los seres humanos y los animales no humanos (LeDoux, 2012; 2016). Mien-
tras que las reacciones son respuestas inflexibles provocadas automdtica-
mente por un estimulo, las acciones son respuestas o comportamientos
que son producidos por el sistema incentivo motivacional de un organis-
mo. Los comportamientos reactivos estan genéticamente incrustados en
el repertorio de respuestas de un organismo como consecuencias prepara-
das para las presiones ambientales significativas (por ejemplo, los depre-
dadores).

Por otra parte, las acciones son comportamientos operacionalmente
aprendidos por sus consecuencias reforzantes (por ejemplo, un nifio
aprendiendo allorar para recibir atencién) realizadas con el fin de obtener
algtn objetivo o recompensa. Las reacciones son conductas preparadas
genéticamente y evocadas por estimulos que implican mecanismos sim-
ples y grupos musculares limitados. Las reacciones de congelacién pue-
den ser pensadas como un ejemplo de un patrén de accién fijo (Lorenz y
Tinbergen 1938 en LeDoux, 2014), 0 mas especificamente, un comporta-
miento defensivo tipico de la especie. Es probable que los circuitos neura-
les de reaccién y accién defensiva interactiien, por ejemplo, cuando un
aumento en la actividad del circuito motivacional de evitacién del peligro
provoca la disminucién en el circuito de congelamiento, el sujeto debe de-
tener este congelamiento/pardlisis para moverse y evitar el peligro (Le-
Doux et al., 2016; 2017). En el contexto clinico existe una analogia cuando
el sujeto toma concienciay control de su miedo, y tiene conductas proacti-
vas para disminuir el congelamiento/paralisis emocional (LeDoux et al.,
2.012; 2.017).
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El cerdo como modelo
bioldgico para el estudio de la
conducta

Ulises Aguilera Reyes
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Porfirio Carrillo Castilla

Introduccion

l uso de organismos no humanos en la investigacion se puede iden-
E tificar en diferentes dreas y disciplinas, donde son fundamentales

para la generacién de conocimiento. En biologia con frecuencia se
realizan para conocer aspectos evolutivos, en los que se pretenden recono-
cer continuidades en las caracteristicas entre organismos individuales o
como parte de un grupo evolutivo. Con respecto al estudio de la conducta
el modelo que mas se ha utilizado es la rata de laboratorio, sin embargo
existen animales que por sus caracteristicas anatémicas, fisioldgicas y
conductuales resultan ser buenos modelos de estudio como es el caso del
cerdo doméstico. Este es un animal con un patrén de conducta bien defi-
nido, anatomiay fisiologia ampliamente estudiadas, esto permite que con
el cerdo se realicen estudios que involucran desde estudios de bienestar
animal hasta estudios en el ambito de la nutricién, biomedicina, psicolo-
gia, psiquiatria y por su puesto etologia (Valenzuela et al., 2015; Aguirre y
Morfin, 2016; Fernandez et al., 2019).

En el presente capitulo se describen algunos estudios realizados en el
Laboratorio de Conducta Animal de la Facultad de Ciencias de la Universi-
dad Auténoma del Estado de México, en los que se utilizé como modelo de
estudio al cerdo doméstico. En primer lugar se habla acerca de su conduc-
ta precopulatoria, copulatoria y su relacién con la eleccién de pareja en las
cerdas, posteriormente se hace referencia a las caracteristicas histolégicas
del sistema reproductor de lahembray finalmente se describe la conducta
de agrupamiento, competencia entre hermanos y su relacién con la ter-
morregulacion como estrategia de sobrevivencia.
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Relaciones de parentesco entre las razas de cerdo doméstico
En el cerdo doméstico se han realizado estudios genéticos que han demos-
trado, que las diferentes razas presentan patrones de parentesco distin-
tos, las razas Landrace y Duroc presentan mayor parentesco ya que tienen
un posible origen europeo comin a diferencia de la raza Yorkshire cuyo ori-
gen es asiatico (Wu et al., 2007). Acerca de la raza Pietrain existe polémica
en cuanto a suorigen, Wu et al., (2007) y Carranza (2015) apoyan laidea de
que esta raza tiene origen europeo, aunque existe también evidencia de
que puede tener origen asiatico.

Conducta precopulatoria, copulatoria y eleccion criptica en

la cerda

Se hadescrito que durante el estro la cerda despliega conductas como el le-
vantamiento de orejas, acercamiento al macho, olfateo y el llamado reflejo
deinmovilizacidn, el cual es un indicativo de que se encuentra sexualmen-
te receptiva (Hughes & Marley 1984 y Anderson 1987). En presencia de uno
o varios machos la hembra se desplaza ritmicamente olfateando hacia
ellos, y los machos responden liberando grandes cantidades de saliva que
contiene elevadas concentraciones de androstenona, la cual funciona
como feromona al igual que las secreciones prepuciales, pudiendo inducir
el estro (Pearce et al., 1988).

Los machos que antes de copular olfatean frecuentemente ala hembra
especialmente en sus flancos, tienen una mayor tasa de reproduccién
(Hemsworth et al., 1978). Este frecuente olfateo sobre los flancos de la hem-
bra estimula la secrecién de oxitocina que a su vez provoca contracciones
de la musculatura del conducto vaginal, favoreciendo la velocidad del
transporte espermdtico incrementando asi la probabilidad de fertiliza-
cién (Mayer & Brisbin 1986).

En unodelos estudios utilizamos cuatro cerdos machos sementales de
raza pura; Duroc, Pietrian, Yorkshire y Landrace, ademdas de once hembras
multiparas de las mismas razas: tres hembras Duroc, tres Landrace, tres
Yorkshire y dos Pietrain. Se obtuvieron secreciones salivales y prepuciales
de cada uno de los sementales. Las muestras de prepucio y saliva fueron
colectadas manualmente en gasas estériles, por frotamiento continuo du-
rante diez segundos, minutos antes de presentarselas a las hembras. Las
gasas con las secreciones prepuciales y salivales fueron colocadas en una
varilla de metal limpio de dos metros de longitud que en la punta presenta-
ba una bifurcacién (la separacién entre cada punta de la varilla fue de 30
cm). Las secreciones se presentaron por separadoy al azar.
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Es decir, primero las hembras eran expuestas a la secrecién de salivay
posteriormente a la de prepucio o viceversa. De igual forma el orden en
que se presentaron las combinaciones fue azarosa para ambas secrecio-
nes. La persona que exponia las varillas a las cerdas desconocia el conteni-
doylaprocedencia de las secreciones. Se registré durante tres minutos la
frecuenciay tiempo invertido de la conducta de olfateo de cada una de las
cerdas, hacia las secreciones prepuciales y salivales de cada uno de los ma-
chos. Los resultados de este estudio indicaron que las hembras Duroc y
Landrace inviertieron mas tiempo en olfatear las secreciones del macho
Yorkshire con quien se presume se encuentran genéticamente menos em-
parentadas (Wuetal., 2007), por su parte las hembras Pietrain mostraron el
mismo patrén de respuesta olfateando durante mas tiempo del esperado
las secreciones del macho Yorkshire. Mientras que la mayor inversién de
tiempo de las hembras Yorkshire fue dirigida hacia las secreciones del ma-
cho Duroc (con quien comparte menos caracteres genéticos) (Carrillo-Cas-
tilla et al., 2020). Ademds, los resultados evidenciaron que, estas hembras
siempre invierten mas tiempo en olfatear las muestras de los cerdos origi-
nados en Europa.

Eleccion criptica en las cerdas

Otro estudio que realizamos fue el determinar si las cerdas en celo son ca-
paces de sesgar su eleccién hacia algin macho en condiciones de cautive-
rio. Para registrar la eleccién y comportamiento antes de la cépula, cada
cerda fue colocada en un drea de experimentacion, que consistié en un en-
cierro de forma cuadrada y con una superficie de 3m?2. Cada pared presen-
taba unaventana de 1im*, prolongada hasta el piso delimitada con tubos de
acero cada 20 cm, lo que permitia la comunicacién olfativa, visual, auditi-
vay parcialmente tactil de cada hembra con los machos que se encontra-
ban en tres encierros adjuntos al de la hembra. Los machos eran rotados
sistemdticamente de su posicién en los encierros en cada evento de elec-
cién precopulatoria femenina a fin de evitar sesgos en el comportamiento
de las hembras debidas al sitio y no al macho. El registro del comporta-
miento precopulatorio de los cerdos se realizé a través de una técnica de
muestreo “focal en pareja” (Altman 1974, Lehner 1996). Cada evento de re-
gistro conductual precopulatorio tuvo una duracién de 15 minutos ini-
ciando con la introduccion delahembra en el drea de experimentacién. La
eleccién precopulatoria de la hembra sobre los machos se determind re-
gistrando el tiempo que la hembra estaba en contacto con la cerca donde
se encontraban los machos, asi como las frecuencias de conductas de acer-
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camiento, olfateo y contacto naso-nasal desplegadas por las hembras ha-
cia los machos. Este procedimiento se llevé a cabo siguiendo el registro
conductual descrito por Blackschaw (1986) para el cortejo en el cerdo; acer-
camiento, olfateo, contacto naso-nasal, olfateo de vagina, trompeo, mor-
discos, castafneteo de dientes, vocalizaciones, secreciones prepuciales y
salivacion. Encontramos que las conductas precopulatorias “acercamien-
to”, “olfateo” y “contacto naso-nasal” desplegadas por las hembras, asi
como el tiempo promedio que invirtieron lo realizaron mayormente hacia
el macho Y/N (hibrido). Estos resultados se muestran en la siguiente tabla
tomada de (Aguilera-Reyes et al., 2006a).
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0 . : |
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tiempo (seg)

Figura 2. Tiempo de permanencia de las cerdas cerca de cada macho durante la
precépula (seg.) (media + error estindar)

Después que las hembras estuvieron expuestas a los tres sementales,
fueron copuladas por ellos con 12 horas de diferencia. Queriamos determi-
nar si el macho por el que las hembras mostraron mayor interés en térmi-
nos de tiempo podria ser el que tendria la mayor paternidad.

Asi es que los tres sementales copularon con un grupo de 18 hembras,
el orden de la copula fue: que cada macho copul6 con seis hembras en pri-
mera posicidn, con otras seis en segundo lugar y por @ltimo con otras seis
en tercer lugar. Posteriormente, se extrajeron 5 ml de sangre se realizo la
extraccion de ADNy con la ayuda de microsatélites como marcadores mo-
leculares se determind la paternidad.

Los resultados encontrados indicaron que, de las copulas realizadas a
las 18 cerdas, nacieron 166 lechones, de los cuales el 85,29% fueron del ma-
cho Y/N (hibrido), el macho Y/Y (puro) obtuvo el 8,8%, mientras que el ma-
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cho N/N (puro) obtuvo el 5,8% segtin tablas III y IV (tomado de Aguilera et
al., 2006b).

Table III. Paternity percentages of the three males.

No. of offspring Y/Y male Y/N male N/N male Undetermined
166 6 (8.8%) 58 (85.29%) 4(5.8%) 98

Table IV. Paternity by copula order.

Female Copula order No. of offspring Y/N male Y/Y male N/N male
1 Y/Y Y/N N/N 12 8 0 0
5 Y/Y N/N Y/N 13 6 2 1
6 Y/Y N/N Y/N 11 4 1 1
7 Y/N Y/Y N/N 14 8 0 0
9 Y/N Y/Y N/N 10 6 0 0
11 Y/N N/N Y/Y 9 6 1 0
11 Y/N N/N Y/Y 8 6 1 0
12 Y/N N/N Y/Y 10 0 1 0
14 N/N Y/Y Y/N 11 9 0 1
13 N/N Y/Y Y/N 9 5 0 1
TOTAL 98 58 6 4

Code: York male Y/Y; York/Landrace male Y/N; Landrace male N/N.

Con base en estos resultados, consideramos que la inclinacién en el
mayor porcentaje de la paternidad masculina Y/N podria explicarse en
términos de eleccién criptica femenina y no en términos de competencia
espermatica debido a que el tiempo transcurrido entre las cépulas por
cada macho tuvo una diferencia de 12 horas.

De acuerdo con Aguileraetal., (2006) las secreciones odoriferaslibera-
das al ambiente por los machos durante la fase precopulatoria fueron tti-
les como indicadores para que las hembras sesgaran su seleccién hacia el
macho Y/N, por lo tanto, la facilitacion de la liberacién de la Hormona Li-
beradora de Gonadotropina (GnRH) hipotalaimica generé que se secreta-
ran la hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH),
favoreciendo de este modo la ovulacién de las cerdas. Por el contrario, el
olfateo frecuente en los flancos de las hembras podria estimular la secre-
cién de oxitocina, provocando entonces contracciones del atero y el ovi-
ducto, facilitando el transporte de los espermatozoides y favoreciendo las
probabilidades de fecundacién (Mayer y Brisbin 1986). Con estos antece-
dentes nos propusimos realizar un estudio mds, donde probaramos que
ademds de que las secreciones prepuciales y salivales pueden sensibilizar
a las cerdas para aceptar las copulas con algiin macho, de acuerdo con lo
descrito por Eberhard (1996) donde sefiala que las caracteristicas comple-
jas de los aparatos reproductores de las hembras pueden ser evidencia de
eleccidn criptica, asi nos propusimos investigar la organizacién histoldgi-
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ca del cérvix de la cerda a fin de comprender mejor el papel que juega
durante la cépula.

El cérvix de la cerda es una estructura caracteristica debido a su longi-
tud que va de los 10 alos 15 cm., se extiende desde el piso de la cavidad pél-
vica hasta la cavidad peritoneal, estd revestido por una serie irregular de
crestas y valles. Los extremos del cérvix son poco definidos, uniéndose
gradualmente al cuerpo del ttero, lo mismo ocurre con la porcion craneal
de lavagina, de modo que no se encuentra protusién o férnix. En general,
éste Organo presenta una pared gruesay una luz estrecha (Sorensen 1987).
La tanica serosa no presenta ninguna particularidad, el miometrio esta
especialmente desarrollado en su capa de fibras longitudinales. La muco-
sa forma un espiral o anillo con rosca hacialaizquierda, esta se acopla ade-
cuadamente al glande del macho el cual presenta forma de sacacorchos
(Getty 1982, Dyce et al., 1996). Cuando el macho copula se presentan movi-
mientos de giro del pene hacia delante y hacia atras, producidos por la
contraccién y relajacién alternadas del musculo retractor del pene. La in-
troduccion del pene desencadena en la cerda diversos reflejos. Los miscu-
los que rodean a la vagina se contraen y oprimen al pene.

En el Gitero ocurren una serie de contracciones en las que también par-
ticipa el cérvix y dan lugar a que una parte de las secreciones del mismo, se
viertan en la vagina. Estas contracciones que se realizan en direccién al
utero, favorecen el ascenso de los espermatozoides hacia el oviducto. La
copula se realiza en un lapso de 3 a 20 minutos, durante el cual la hembra
suele permanecer completamente inmévil hasta que el cerdo desmonta
(Dyce et al., 1996, Aguilera-Reyes et al., 2006).

Describimos las caracteristicas histoldgicas del cérvix de la cerda si-
guiendo el protocolo descrito por Rodriguez-Antolin et al., (2008), asi se
analizaron diez cortes al azar de cada una de las siete secciones del cérvix,
en cada uno de estos se midié el espesor de cada una de las capas mucosa,
submucosa, muscular y tinica adventicia, asi como el espesor total de la
pared en cuatro puntos, dorsal (D), ventral (V), lateral derecho (LD) y late-
ral izquierdo (LI).

Encontramos diferencias en tres regiones: craneal, en la que el epitelio
se observa de tipo columnar simple, se encuentran acinos glandulares en
la submucosa;laregion medial donde se presenta una transicién del epite-
lio columnar simple a columnar estratificado, comienzan a desaparecer
los acinos; y por tltimo, en la regién caudal donde el epitelio es columnar
estratificado y no hay presencia de acinos glandulares (Figuras 4, 5y 6).

El espesor a lo largo del conducto no es homogéneo, probablemente
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Figura 4. Esquema de un corte transversal de la regién craneal del cérvix que ilus-
tra cada una de sus capas. Tincién hematoxilina-eosina.

% a0 jan
J I
Raming propia - by lise cineutar
I
"
epttelio
\
Haficio conjurt iva A | i f s
.l ] v : L
Miicias [ Capat s Eular

Turica
advardicia

Figura 5. Esquema de un corte transversal de la regiéon medial del cérvix que ilus-
tra cada una de sus capas. Tincién hematoxilina-eosina.

fujide canjuntive

it .

|
miss culo liso circular

i Bl i 209

i {8 ; ’
AL eSO O | JIF5N 4t 1
L] Submucosa Capa muscular Tunica
advailizia

Figura 6. Esquema de un corte transversal de la regién caudal del cérvix que ilus-
tra cada una de sus capas. Tincién hematoxilina-eosina.



MODELOS ANIMALES: LOS ANIMALES QUE ENSENAN

210

debido alos pliegues en forma de anillos que se observan en la mucosa. De
acuerdo con un estudio realizado por Rigby (1967), las prominencias en la
porcién uterina del cérvix de cerdas en estro son mas pequefias y delgadas
que en la porcién vaginal. Observamos un mayor espesor en la porcién
craneal que en la porcién caudal a lo largo del conducto y en los cuatro
puntos medidos. En la cerda, como ya mencionamos, las prominencias en
forma de anillos que presenta el cérvix se acoplan ala forma del glande del
macho, el cual presenta una forma de sacacorchos en sentido contrario al
del cérvix. Estas caracteristicas morfoldgicas apoyan la hipétesis de la es-
pecializacion de la genitalia “llave-cerradura” (Fooden 1967).

En la capa mucosa de la regidon craneal se observé un epitelio de tipo
columnar simple, con evidencia de secrecion serosala cual probablemente
permite que los espermatozoides puedan pasar al sitio de fertilizacién
mas facilmente.

Dentro de la capa submucosa se observd epitelio encriptado que pu-
diera estar funcionando como una especie de criptas cervicales para alma-
cenar el semen, aunque no lo podemos afirmar puesto que seria necesario
realizar un estudio inmediatamente después de que se lleve a cabo la cépu-
la. Durante la cépula, en la cerda, los espermatozoides son depositados di-
rectamente en la regiéon mas craneal del cérvix, los cambios cualitativos
ciclicos del moco cervical durante el ciclo estral y las variaciones ciclicas en
cuanto a disposicién y viscosidad causan cambios periddicos en la pene-
trabilidad y transporte del espermatozoide hacia el sitio de fertilizacién
(Hafez 1987).

Alolargo del conducto cervical se observaron dos tipos de epitelio, en
laregion craneal se presenta epitelio cilindrico simple. En la regién medial
hay una transicién de este tipo de epitelio a epitelio cilindrico estratifica-
doyen laregion caudal se presenta por completo el epitelio cilindrico es-
tratificado. Durante la cépula el cérvix se relajay el glande llega hasta este
punto siguiendo una rotacién durante la intromision (Rigby 1967). Esta
fuerza mecanica a la cual es sometido el cérvix sugiere que exista una pro-
teccién mayor en la porcién caudal, la cual probablemente es dada por el
epitelio estratificado, este epitelio esta formado por seis a ocho capas que
permitirian que la friccién que ejerce el pene sea menos agresiva, asi mis-
mo el cérvix durante el parto juega un papel importante en el momento de
la expulsion de los fetos. Si no existiera esta proteccién mecanica se po-
drian danar elementos internos del conducto que provoquen que la fun-
cién esfintérica del cérvix disminuya.

También se observd que la capa muscular a lo largo del conducto cervi-
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cal estd formada por fibras musculares lisas dispuestas en direccién circular
y oblicua. Estas caracteristicas posiblemente favorezcan el movimiento de
rotacion del pene que se lleva a cabo durante la intromisién. A diferencia de
lo descrito anteriormente para especies como la coneja (Naaktgeboren y Sit-
sen 1970), oveja (Aughey et al., 1983) y la rata (Harkness y Harkness 1959),
solo se observan fibras longitudinales y circulares, una capa externa y una
interna, respectivamente; en la mujer la organizacién de estas fibras cam-
bia ya que la capa interna es longitudinal y la externa circular.

La informacién de este estudio contribuye con informacién basica de
la histologia del aparato reproductor femenino con fines de comparacién
con otras hembras de mamiferos (Rivas-Arzaluz 2008).

Conducta de agrupacion

Realizamos un estudio respecto a la posicién de los lechones durante la
fase de amamantamiento. La mayoria de los animales altriciales (con esca-
sa madurez durante al momento del nacimento) presentan una conducta
comun durante la cual cada individuo recibe diversos estimulos prove-
nientes del medio que los rodea, ademads de buscar cobijo entre ellos para
obtener calor, a esta conducta se le denomina apifilonamiento o agrupa-
miento. Esta actividad se encuentra bajo control del hipotalamo. Ademas,
existe un intervalo de temperaturas alrededor de los recien nacidos dentro
de la cual la tasa metabdlica es constante (zona termoneutral o zona con-
fort). La magnitud de este intervalo depende de la edad, el sexo, tamafo
corporal y la hora del dia.

La termorregulacién conductual dentro del agrupamiento es de gran
importancia para la mayoria de los mamiferos ya que la inversién de ener-
gia tiene un efecto positivo sobre la sobrevivencia, obtencién de recursos y
de ocupar la mejor posicién térmica. Con la finalidad de determinar la po-
sicién individual del lechén durante el agrupamiento y sus temperaturas
corporales asi como la ganancia de peso corporal realizamos el presente
estudio en la posta Zootécnica de la Facultad de Veterinariay Zootecnia de
la Universidad Auténoma del Estado de México. Se registraron siete ca-
madas de cerdos de las razas York-Landrace (1 camada 12 crias, 1 camada 7
crias, 1 camada 11 crias, 1 camada 7 crias, 1 camada 10 crias y 2 camadas 8
crias), cada lechén oportunamente identificado fué pesado y se les midié
la temperatura corporal, a su vez, durante la etapa de amamantamiento,
se tomaron fotografias cada 5 minutos durante dos horas aproximada-
mente por 21 dias. Se asignaron tres zonas: (Zona A aquellos lechones que
se encuentran en la parte central, Zona B aquellos lechones que se
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encuentran en la parte intermedia y Zona C aquellos lechones que se
encuentran en la periferia) (Figuras 1y 2).

c B A

Represntacién del agrupamiento de los lechones, asi como las posiciones A, By C.

Se analizaron las fotografias para la obtencién de la superficie expues-
tay no expuesta (cobertura), tomando en consideracién variables como el
numero de individuos y cobertura por dia.

Los resultados indicaron que los lechones que se encuentran en la
zona central tienen mayor peso que los lechones que se encuentran en la
periferia. Las correlaciones realizadas muestran que tempranamente no
estd definida la posicién y el patrén de distribucién dentro del agrupa-
miento pero, conforme van creciendo y definiendo su posicién, los lecho-
nes monopolizan el acceso a la zona céntrica y por lo tanto el
agrupamiento es mds estrecho. Ademas, los lechones que tienen menor
cobertura, tienen una temperatura baja. Las temperaturas corporales de
los lechones van de 35 a 38°C (Lucatero-Villasefior 2009).

En conclusidn, los lechones con mayor peso se encuentran en la posi-
cién central, con peso intermedio la posicién intermedia y los menos pesa-
dos en la posicién periférica. Porlo tanto, los lechones que tienen un peso
corporal mayor tienen una mayor habilidad de competir por la mejor posi-
cién térmica dando como resultado el dominio, la sobrevivencia y en este
caso, la mejor produccién porcicola.

Competencia agresiva entre hermanos durante el

amamantamiento
La competencia es una interaccién entre individuos provocada por la nece-
sidad comin de un recurso limitado. La competencia conduce a la reduc-
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cién de la supervivencia, el crecimiento y/o la reproduccion de por lo menos
algunos de los individuos implicados en ella. Esta interaccién puede ocurrir
entre miembros de la misma especie (competencia intra especifica) o entre
individuos de diferentes especies (competencia interespecifica). Una con-
secuencia de la competencia puede impactar en la disminucién de la contri-
bucion genética de un individuo a la generacion siguiente, en comparacion
con una situacion de ausencia de competidores (Begon et al., 1996).

En las camadasynidadas de algunos animales, la presencia de herma-
nos puede disminuir la proporcion de alimento que recibe cada uno de los
integrantes de una camada o nidada, lo que da como resultado variaciones
en el crecimientoy ganancia de peso corporal entre hermanos de la misma
edad, razones suficientes para que al interior de las camadas o nidadas se
den episodios de competencia por los recursos limitados; lo que, a su vez,
es un buen ejemplo de competencia intraespecifica. En estas situaciones,
es casi inevitable que hermanos de la misma edad compitan por los recur-
sos provistos por los padres, tales recursos pueden ser: sitios térmicamen-
te ventajosos, cuidado parental, alimento, entre otros. A este tipo de
competencia, se le conoce como competencia entre hermanos (Drum-
mond 2006).

En las camadas de cerdo doméstico, se ha descrito competencia entre
hermanos. Al nacimiento, los lechones compiten por el acceso a las tetas
de la madre para establecer lo que se conoce como “amamantamiento or-
denado”. Los individuos con mayor peso al nacimiento son los que acapa-
ran los primeros calostros de la madre lo que les da ventaja competitiva
con respecto a sus hermanos menos pesados. Establecido el amamanta-
miento ordenado, los lechones mas agresivos y/o mds pesados son los que
defienden mejor la teta en la que se posesionan y en consecuencia tienen
mayor ganancia de peso durante la lactancia. Las primeras interacciones
empiezan minutos después del nacimiento cuando los cerdos recién naci-
dos compiten por apropiarse de una teta en particular; empujando o mor-
diendo la cara de los rivales, posteriormente, los lechones tienden a
amamantarse hasta el término del amamantamiento de la tetaen la que se
posesionaron primero (English et al., 1992; Bautista et al., 2005).

Hay evidencia de que los lechones tienden a alimentarse con mas fre-
cuencia de las tetas pectorales, con respecto a las abdominales e inguina-
les. Algunas causas de esta diferencia es que las tetas pectorales,
proporcionan mayor seguridad, presentan mayor separacion entre si, con
relacion a las otras, son mas largas y delgadas representando una ventaja,
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debido a que los lechones pueden sujetarlas mejor durante la succidn, ade-
mas de que producen mayor cantidad de leche (English et al., 1992).

La confrontacién entre los lechones por defender las tetas de las cuales
se amamantan, puede considerarse como un caso de lucha por la existen-
cia. Se consideran como mas aptos a los lechones de mayor peso o tamafio
corporal, ya que se sabe que los més grandes al nacimiento son mds resis-
tentes al frio, son los que acaparan los primeros calostros y son més agresi-
vos, por lo que ganan mayor peso corporal y su mortalidad es baja. Lo
contrario ocurre con los individuos menos pesados cuya sobrevivencia, es
consecuencia de suoportunidad para acceder a las tetas de la cerda. Por lo
anterior, es de esperar que los lechones mas agresivos defiendan mejory
los mas pesados puedan adoptar una mejor posiciéon que les permita pasar
mas tiempo succionando leche; en consecuencia, tienen mayor ganancia
de peso corporal y mayor crecimiento (English et al., 1992 y Drake et al.,
2008).

Por otro lado, hay evidencias de que las hormonas esteroides, como la
testosterona, estan asociadas con la conducta agresiva que se despliega
durante la competencia. Sin embargo, la mayoria de los estudios donde se
relaciona la concentracién de testosterona con el comportamiento agresi-
vo se han hecho principalmente con primates humanos y no humanos
adultos, por esta razdn existe poca informacién acerca de la relacién de la
concentracién de testosterona con la agresion en la etapa neonatal de los
mamiferos (Bronson y Desjardins 1971).

Con base en lo anterior, en un estudio adicional a los anteriormente
descritos, quisimos probar que los lechones con mayor peso corporal al
nacimiento presentan mayor concentracién de testosterona y mayor fre-
cuencia de conductas agresivas, asegurando su sobrevivencia durante las
primeras semanas de vida (etapa de amamantamiento). Utilizamos tres
camadas de cerdos Landrace/Pietrain, cada una con ocho integrantes, se re-
gistrd la ganancia de peso corporal diariamente, durante las tres semanas
que dura el amamantamiento, se evalué la competencia por la posicién de
las mamas, la frecuencia del despliegue de conductas agresivas y se cuan-
tific6 la concentracién de testosterona por el método de radioinmunoen-
sayo (RIA), con la finalidad de relacionar el peso corporal, concentracién
de testosterona y conducta agresiva (Gémez-Torres 2010).

De los resultados mas importantes de este estudio fue que la conducta
agresiva y la ganancia de peso corporal estan relacionadas, entre mas
agresivo es un individuo, mds alimento obtiene y por lo tanto gana mas
peso. Estos resultados fueron parecidos alos encontrados en investigacio-
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nes previas, por ejemplo, lo reportado por Drummond (2006), quien men-
ciona que en las camadas de cerdos los encuentros de mayor agresién
intracamada, siempre estin asociados a la obtencién de alimento, igual
como ocurre en otras especies. Golla et al., (1999), documentaron que la
agresién entre hermanos de camada en la hiena manchada es la principal
causa de la diferencia en el peso corporal pre destete. Hartsock y Graves
(1976), encontraron que los lechones mas pesados al nacimiento, fueron
mas agresivos durante la etapa de amamantamiento.

Este estudio da cabida a la realizacién de nuevas investigaciones de
conducta neonatal en el cerdo y otras especies, es importante verificar si
los individuos mas agresivos durante la etapa neonatal, mantienen su ni-
vel de agresion en la etapa del destete y de crecimiento, esto con la finali-
dad de probar si la agresién es una conducta lineal.
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“La comida que comes puede ser la mdis poderosa forma de
medicina o la forma mds lenta de veneno”
Ann Wigmore.

Introduccion

a obesidad tiene muchas implicaciones en la salud y en la enferme-
Ldad delosindividuos. Por un lado pudieramos argumentar que la ca-

pacidad de generar obesidad resulta de una adaptacién bioldgica.
Por ejemplo, se ha sugerido que a partir de una mutacién genética los or-
ganismos desarrollaron la capacidad de ahorrar calorias y almacenarlas
(Venniyoor, 2020). Dicha teoria del “gen ahorrativo” considera que en épo-
cas pasadas todos los organismos dependian de la disponibilidad estacio-
nal de los alimentos, y eran susceptibles a las carencias ocasionadas por el
clima inadecuado. Por lo tanto, los organismos con la mutacién del “gen
ahorrativo” expresarian modificaciones en el metabolismo que les permi-
tirian almacenar el exceso de energia en forma de grasa y sobrevivir a lar-
gos periodos de hambruna. Desde esa perspectiva el exceso en los
depdsitos de grasa se explicaria como un proceso fisioldgico adaptativo, ya
que la disposicién de acumular energia seria determinante entre sobrevi-
vir o morir en circunstancias donde no hay alimento (Méndez-Sanchez,
2020). Hace apenas unos siglos, en la época del renacimiento, la acumula-
ci6én de grasa seguia siendo considerada como un simbolo de abundancia,
fertilidad, placer e incluso belleza, sin importar las consecuencias que im-
plicaba poseerla. Sin embargo, en la actualidad la obesidad ya es cataloga-
da como un factor de riesgo clave para el desarrollo de multiples
enfermedades fisicas y mentales, tales como la diabetes, enfermedades

219



MODELOS ANIMALES: LOS ANIMALES QUE ENSENAN

220

cardiovasculares, Alzheimer y el cancer (Aizawa-Abe et al., 2000; Allott,
Masko, & Freedland, 2013; Argolo, Iyengar, & Hudis, 2015; Tabassum, Mis-
rani, & Yang, 2020). Para muchos, la obesidad es considerada actualmente
como una pandemia, y ademas, algunos creen que es la principal causa de
muerte evitable (Patterson & Abizaid, 2013), sobre todo porque se conside-
ra que un individuo se torna obeso cuando la cantidad de energia volunta-
riamente consumida sobrepasa por periodos prolongados los niveles
necesarios para mantener sus actividades diarias. En realidad, los meca-
nismos que subyacen a algunos casos de obesidad son mucho mas comple-
jos que el consumo voluntario, e incluyen alteraciones endocrinas,
genéticas o cerebrales. En Méxicoy en el mundo, las estrategias para com-
batirla o reducirla son insuficientes. En parte, porque el consumo de ali-
mentos surge de neurocircuitos que producen conductas motivadas muy
potentes, pero también porque hay facilacceso ala comida rapida, bebidas
azucaradas y/o carbonatadas con alto valor calérico y pobre valor nutricio-
nal. Dada la complejidad de estudiar experimentalmente la obesidad en
humanos, se han desarrollado varios modelos en animales para estudiar
su fisiopatologia, sus diferentes origenes y posibles aproximaciones clini-
cas.

Dieta de cafeteria / obesidad alimentaria

Para inducir obesidad por alimentacién, los animales deben consumir
mas energia dela que van a utilizar para sus actividades diarias. En el siglo
pasado se comenzé a utilizar dietas semiliquidas para roedores experi-
mentales, con mas de 50% de la energia total basada en grasas. Cuando se
aplicaba a ratones recién destetados estos incrementaban su peso corpo-
ral de manera muy rapida, por lo que le llamaron “obesidad nutricional”,
cambidndolo mas tarde por el término “obesidad alimentaria” (Fenton &
Dowling, 1953). De manera general se utilizan dietas altas en grasas con
valores del 30-80% de la ingesta total de energia, agregando un tipo de gra-
sa en particular a la dieta o usando diferentes alimentos de supermerca-
dos ricos en grasas y azticares (Ghibaudi, Cook, Farley, van Heek, & Hwa,
2002). Esto tltimo ha dado origen a la popular “dieta de cafeteria”, la cual
es un tipo de alimentacién considerada alta en grasa (30-40%) y alta en
azucares (45-55%), pero deficiente en proteinas (15%). Por lo general los
animales de laboratorio son alimentados con donas, pasteles, chocolates,
galletas, tocino, salchicha y queso, por mencionar algunos. Este modelo,
imita los patrones de alimentacién en el humano, por lo que es considera-
da como el mejor modelo para estudiar la obesidad inducida por la dieta.
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Otras dietas altas en carbohidratos y bajas en grasa no son tan eficientes.
El consumo excesivo de la “dieta de cafeteria” favorece la adiposidad y el
desarrollo de sindrome metabdlico (Lalanza & Snoeren, 2021). Adem4s, ha
sido utilizada para analizar el comportamiento en animales, ya que tras su
consumo, se encuentra que puede reducir el valor heddnico (placentero)
de otros estimulos, afecta la percepcion del estrés e incluso la memoria es-
pacial (Lalanza & Snoeren, 2021).

No todas las dietas altas en grasa resultan en la misma proporcién de
obesidad o en las mismas alteraciones metabdlicas. Por ejemplo, en una
revision de los datos se concluyd que roedores alimentados con aceites ve-
getales que contienen omega-6 y omega-9 si pueden generar obesidad con
resistencia alainsulina, mientras que los animales alimentados con aceite
de pescado no desarrollan estos trastornos (Buettner, Scholmerich, &
Bollheimer, 2007). El modelo de “dieta de cafeteria” permite proporcionar
altos porcentajes de energia total en forma de grasa saturada, y estudiar el
deterioro metabdlico en roedores a través del desarrollo de obesidad
(Buettner et al., 2007). La composicién de dcidos grasos en la dieta desem-
pefia un papel determinante en la regulacién del peso corporal, asi como el
volumen del tejido adiposo. Por ejemplo, estudios en humanos han mos-
trado que los acidos grasos saturados (AGS) tienen un mayor potencial
para inducir obesidad, es decir son mdas obesogénicos que los dcidos gra-
sos poliinsaturados (AGPI) (Lawton, Delargy, Brockman, Smith, & Blun-
dell, 2000). En animales, sucede el mismo patrén. Los AGS tienen un
mayor efecto obesogénico al ser poco utilizados como fuente de energia,
por lo que son facilmente almacenados en el tejido adiposo, mientras que
los AGPI se usan frecuentemente para la obtencién de energia y por lo tan-
to, su almacemaniento es menor (Storlien et al., 2001). Las dietas de cafe-
teria pueden incrementar mdas del 30% de peso corporal en cuatro
semanas (Leone et al., 2018) (Figura 2).

Obesidad hipotalamica

La ingesta de alimentos es un proceso necesario para la correcta actividad
de las funciones vitales y estd mediada por los diversos sistemas neuroen-
ddcrinos que regulan la homeostasis energética (Palma & Iriarte, 2012).
Por ejemplo, el hipotdlamo es una estructura cerebral indispensable para
la generacién de hambre o saciedad, lo cual lleva a los individuos a consu-
mir o detener el consumo de alimentos (Hall & Guyton, 2011). Ademas,
esta estructura cerebral cuenta con circuitos de comunicacién neuronal
con otras regiones cerebrales como la amigdala, hipocampo, tdlamo y la
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corteza que también participan en la conducta alimentaria produciendo
emocién, memoria y hibitos en el consumo (Gonzalez Hita, 2006). En el
hipotdlamo los ntcleos laterales (LH) participan como centro integrativo
del hambre, ya que cuando estos se activan los animales tienden a expre-
sar mayor cantidad o frecuencia en el consumo de alimentos, denominado
hiperfagia. Por el contrario, los ntcleos ventromediales (VMH) estan rela-
cionados con la generacién de saciedad, ya que cuando se activan los ani-
males dejan de comer (Figura 1).

Para comprender mejor los mecanismos del hambre y la saciedad es
necesario conocer como funcionan en el cerebro las sefiales a corto y largo
plazo. Por ejemplo, las sefiales a corto plazo surgen de la ingesta de comida
mas que del almacenamiento de energia, ya que esas sefiales estan regula-
das por nutrientes y hormonas intestinales presentes en la circulacién y
que son enviadas, por aferencias nerviosas vagales, hacia el cerebro gene-
rando una sensacién de saciedad sin repercusiones en la adiposidad del
organismo (Malbert, 2021). Por el contrario, las sefiales a largo plazo en-
vian informacién al cerebro acerca del almacenamiento general de ener-
gia y no sélo del contenido energético de la dltima comida realizada
(Higgins, 2019). Esto selleva acabo a través de sefiales enviadas por los adi-
pocitos, las cuales son las células presentes en la grasa. Por lo tanto, las se-
nales quimicas de largo plazo dependen de la cantidad de grasa que
tenemos almacenada, y que atraviesan la barrera hematoencefalica, esti-
mulando receptores especificos en el cerebro para producir cambios en la
conducta de alimentacidn, con lo cual se modera la ingestién calérica y el
gasto energético (Higgins, 2019).

Los primeros experimentos realizados en animales mostraron que el
cerebro puede detectar los niveles de energia circulante y modular de ma-
nera rapida el consumo de alimentos. Qued6 comprobado que una inyec-
cién de glucosa directamente dentro de los ventriculos laterales en el
cerebro disminuia el consumo de comida de manera rapida en ratas (Her-
berg, 1960). Posteriormente, se descubrid que es en el LH y VMH donde
respectivamente yacen los centros de hambre y saciedad, funcionan me-
diante la inhibicién mutua a través de neuropéptidos reguladores (Hig-
gins, 2019). Por ejemplo, en una prueba conductual en ratas para medir su
deseo por la comida, se encontrd que la estimulacién eléctrica del LH me-
diante electrodos resultaba en cruce de barreras electrificadas para tener
acceso al consumo de comida (Morgane, 1961), pero la ingesta de comida
era inhibida por la estimulacién del VMH, o exacerbada cuando este alti-
mo era anestesiado con lidocaina (Hoebel & Teitelbaum, 1962). Experi-
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mentos en cabras también mostraron que la estimulacion eléctrica del
VMH producia inhibicién de la conducta de ingesta, ya fuera en animales
con ayuno o en aquellos que se evocaba el consumo mediante la estimula-
cién del LH (Wyrwicka & Dobrzecka, 1960). Datos recientes indican que la
subregion tuberal del LH es la responsable de la conducta de alimentacién
yno las regiones posterior o predptica (Urstadt & Berridge, 2020). A partir
de la dualidad hipotalamica se genero la teoria del “set-point” para el peso
corporal. Es decir, que el LH y VMH modulan de manera exclusiva el con-
sumo de energia para mantener un peso estable (Harris, 1990). Las lesio-
nes del VMH pueden incrementar el peso corporal de ratas hasta 195%
(Keesey, Mitchel, & Kemnitz, 1979) (Figura 2). Estas regiones cerebrales
responden alos niveles de hormonas que producen hambre (orexigénicas)
o que inhiben el hambre (anorexigénicas). Por ejemplo, el ayuno prolonga-
do estimula al estdbmago para incrementar la liberacién en sangre de los
niveles delahormonallamada grelina. Esta puede cruzarla barrera hema-
toencefilica y llegar a nticleos cerebrales, como el arcuato para estimular
el hambre a través de la produccién de neuropéptido Y (NPY) y a la protei-
na relacionada con agouti (AgRP) (Calzada-Ledn, Altamirano-Bustaman-
te, & Ruiz-Reyes, 2008). Estas hormonas estimulan el LH para
incrementar el apetito (Gumbs et al., 2020). Modelos de estudios de obesi-
dad con grelina, han mostrado que, en roedores, la administracién de gre-
lina mediante inyecciones via intracerebroventricular, estimula la ingesta
de alimentos, produce incremento de peso corporal y disminucién del
gasto energético. Ademds, mediante la co-expresion de marcadores de ac-
tividad neural como el c-Fos, se mostrd que la grelina se encuentra en re-
giones cerebrales que participan en la regulacién de alimentos, y que su
administracién incrementala ingesta de alimentos en ratas genéticamen-
te deficientes de la hormona de crecimiento (Nakazato et al., 2001). Otros
estudios muestran que la administracién directa de la grelina al tronco ce-
rebral caudal en roedores aumenta significativamente la ingesta acumu-
lada de alimentos, 1, 2 y 3 horas posteriores a la inyeccién, por lo que
induce ala obesidad. Asi mismo, se detecté un incremento en la expresién
de NPY y AgRP en los animales tratados con grelina, lo que refuerza su
efecto orexigénico (Toshinai et al., 2001). Por el contrario, cuando el indi-
viduo ha consumido alimentos, el tejido adiposo libera la hormona lepti-
na, la cual inhibe directamente al ntcleo arcuato para disminuir la
cantidad de NPY y activar mecanismos de saciedad en el VMH (van
Swieten, Pandit, Adan, & van der Plasse, 2014).
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Hipotalamo & © Hipotalamo
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Figura 1. El hipotdlamo es el centro regulador de la conducta de alimentacién. EI
hipotalamo lateral (LH) participa en la generacién de hambre a través de péptidos
como la grelina, el neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con agouti
(AgRP), mientras que el hipotilamo ventromedial (VMH) participa en la genera-
cién de saciedad a través de la leptina.

Obesidad por estrés

Elestrés puede ser un factor ambiental que impacta en la cantidad de comi-
da consumida, y por lo tanto puede contribuir al desarrollo de la obesidad
(Patterson & Abizaid, 2013). La activacién del eje hipotalamico-pituita-
rio-adrenal (HPA) y sus hormonas resultantes tienen una fuerte asociacién
entre la grasa abdominal y la obesidad (Bjorntorp, 2001). Niveles elevados
de cortisol, asi como la inhibicién de esteroides sexuales y la secreciéon de
hormona de crecimiento (GH), originan la acumulacién de grasa en tejidos
viscerales y desencadenan anomalias metabdlicas. Un modelo de obesidad
en roedores ha utilizado la administracion de glucocorticoides, ya que estos
favorecen una mayor ingesta de alimentos y resistencia a la leptina (Bjorn-
torp, 2001). Del mismo modo, otros modelos de estrés en animales favore-
cen de manera colateral el incremento de peso corporal (Patterson &
Abizaid, 2013).

Paradigma residente-intruso y obesidad

Dentro de estos modelos de estrés encontramos el paradigma de residente
intruso o también conocido como derrota social. Este modelo consiste en
colocar dos roedores macho; uno es residente, el dominante que establece
y defiende su territorio (jaula). El otro es el intruso que, por lo general, ten-
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dra que defenderse de las agresiones del macho dominante. Con este mo-
delo se estudia el estrés que se genera al animal intruso, asi como la
agresion por parte del residente, aunque también sirve para estudiar los
efectos de la dominancia y subordinacion en animales. Esta convivencia
genera una disminucién en la respuesta inmune para el animal intruso o
subordinado, asi como un incremento en la ingesta de alimentos y ganan-
cia de peso corporal (Foster, Solomon, Huhman, & Bartness, 2006). Den-
tro de este mismo modelo se observan elevaciones de corticosteroides,
glucosa y grelina. Asi como aumento en la expresién del neuropéptido Y
(NPY) y proteina relacionada con agouti (AgRP) en el hipotdlamo, por lo
que los animales que son sometidos a este paradigma presentan un incre-
mento en la ingesta de alimentos y adiposidad de tipo visceral (Patterson,
Khazall, Mackay, Anisman, & Abizaid, 2013). El estrés social puede incre-
mentar la obesidad en un 10-13% (Foster et al., 2006; Tamashiro et al.,
2007) (Figura 2).

Inmovilizacion o estrés por restriccion

La inmovilizacién o estrés por restriccion, son considerados como facto-
res fisicos que generan estrés leve en los animales. Sin embargo, se ha ob-
servado que ademas del estrés que generan, también alteran las
respuestas endocrinas, aumentando la expresion de péptidos orexigéni-
cos en el hipotdlamo de los animales, incluso cuando ya no estin someti-
dosalarestriccién/inmovilizacion (Tamashiro, Hegeman, & Sakai, 2006).
Dentro de los cambios neuroendocrinos que genera el estrés por restric-
cién, encontramos un incremento de neuronas que expresan AgRP, asi
como una reduccién de la hormona estimulante de melanocitos (a¢MSH)
en el ntcleo arcuato del hipotdlamo, lo que sugiere un aumento del ham-
bre y unainhibicién de la saciedad, respectivamente, resultando en incre-
mento de la ingesta de alimento y depdsito de grasa corporal en los
animales sometidos a estrés (Chagra, Zavala, Hall, & Gosselink, 2011).

Estrés por frio

Este es un modelo ampliamente utilizado como un estresor fisico que per-
mite explorar como se afectan los procesos metabdlicos mediante el es-
trés. En este modelo, se puede evaluar el incremento en los niveles de
cortisol y de la hormona corticotropina, la cual esta vinculada con el au-
mento de péptidos orexigénicos como son el NPYy el AgRP a nivel hipota-
lamico. El estrés por frio combinado con una dieta alta en grasas
incrementa los niveles de NPY, favorece el aumento de sus receptores
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(NPY2R) de manera independiente a glucocorticoides y favorece el alma-
cenamiento de grasa abdominal, infiltracién de macréfagos, proliferacién
y diferenciacién de adipocitos, fomentando una obesidad de tipo abdomi-
nal, muy parecida a lo que sucede en el sindrome metabdlico (Kuo et al.,
2007). A pesar de que este modelo puede ser utilizado para estudiar la obe-
sidad por estrés, se ha argumentado que no es un modelo claro, ya que no
se sabe de manera precisa silos cambios en el NPY son en realidad un me-
canismo de termoregulacién que desencadenan una respuesta en la in-
gesta, para recuperar la energia del organismo, mas que de cambios
permanentes a nivel metabdlico. Ademas, que este tipo de estrés presenta
efectos opuestos tanto en animales como en humanos (Patterson & Abi-
zaid, 2013).

Si bien es cierto que diversos estudios han mostrado cémo el estrés
modula el metabolismo favoreciendo la ganancia de peso, existen otros es-
tudios que muestran lo contrario, encontrando una disminucién del peso
corporalydelaingestade alimento (Depke et al., 2008). Por ejemplo, expe-
rimentos de estrés psicoldgico crénico, llevados a cabo en ratones hembra
BALB/c, una cepa de ratén albino, provocaron el desarrollo de un sindro-
me hipermetabdlico, con pérdida grave de masa corporal, ademas de pre-
sentar altos niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia) y alteraciones en
los niveles de lipidos en sangre (dislipidemia), asociadas a niveles elevados
de cortisol, resistencia a la insulina e hiperleptinemia, esto comparado
con ratones hembra que solo fueron sometidas a una sola exposicién de
estrés agudo (Depke et al., 2008). Ademas, es importante resaltar que no
todos respondemos igual al estrés, algunas personas pierden peso, mien-
tras que otras aumentan. Sin embargo, el estudio en modelos animales
nos permite acercarnos un poco mas para encontrar las respuestas fisiolé-
gicas que se relacionan con la obesidad por estrés. El estrés por frio puede
incrementar la grasa visceral en un 15% en aquellos animales con dietas al-
tas en grasay azucar, comparados con los que solamente reciben esa dieta
(Kuo et al., 2007).

Obesidad genética

Ratas Zucker

Las ratas Zucker obesas, son un excelente modelo animal de obesidad ge-
nética. Ya quela obesidad en estas ratas es heredada cuando ambos padres
transmiten a su descendencia un gen recesivo (Amaya & Miguel, 2008). La
presencia del gen recesivo se asocia con alteraciones en el receptor de lep-
tina, lo cual hace que las ratas Zucker sean insensibles a la sefializacién de
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saciedad de la hormona leptina, causando hiperfagia y obesidad. Fueron
descubiertas en 1961 por Lois Zucker, por eso llevan su nombre. Son ratas
ampliamente utilizadas para diversos estudios, aunque presentan algu-
nas limitantes. Por ejemplo, presentan altos niveles de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y de alta densidad (HDL), pero no de lipopro-
teinas de baja densidad (LDL), por lo que no deberian utilizarse como mo-
delo de lesiones vasculares por acumulacion de grasa (ateroesclerosis).
También presentan hiperinsulinemia y se las han considerado como un
modelo para estudiar la diabetes mellitus. Sin embargo, su utilizacién es
debatible ya que la mayoria de las veces los niveles de glucosa son norma-
les y algunas ratas Zucker solo presentan una ligera intolerancia a la gluco-
sa. Sin embargo, como modelo de sindrome metabdlico y obesidad son
ampliamente utilizados y es un modelo valido a nivel mundial. Las ratas
Zucker pueden llegar a pesar 60% mas comparados con un animal control
(Amaya & Miguel, 2008) (Figura 2).

Raton ob/ob, db/db

Hace algunas décadas se descubrié que algunos ratones son portadores de
una mutacién que genera hiperfagia, letargia, hiperglucemia y obesidad, a
los cuales se les denomina como cepa ob/ob (Ingalls, Dickie, & Snell, 1950).
Posteriormente se mostrd que existia una nueva cepa que presentaba hiper-
fagia, obesidad, diabetes e hiperlipidemia a la cual se le designé como db/db
(Piattini et al., 2019). Mediante estudios de parabiosis, técnica quirargica
utilizada en fisiologia y que trata de combinar dos organismos vivos me-
diante la unificacidén sanguinea, se realizaron varios experimentos con es-
tas dos cepas y con ratones normales. Los ratones ob/ob conectados a un
ratén normal disminuian la hiperfagia y perdian peso, mientras que en el
ratén db/db no sucedia nada. Se propuso que en los ratones normales existia
“algo”, alguna molécula que regulaba el apetito y por lo tanto evitaba la obe-
sidad en ellos y que en los otros ratones esa molécula estaba ausente, ahora
sabemos que era la leptina (Manuel, Zarate, & Hernandez-Valencia, 2012).
Los ratones ob/ob no producen leptina, mientras que los db/db tiene un re-
ceptor deleptina inactivo. El nombre leptina proviene del griego “leptos” que
significa delgado. Esta hormona fue descubierta en 1950, en el Jackson La-
boratory de Maine en Estados Unidos, y es una hormona sintetizada por las
células del tejido adiposo llamados adipocitos que promueve la reduccion de
la ingesta de alimentos a través del envio de sefiales de saciedad al cerebro,
indicando que existe suficiente tejido adiposo, por lo que a nivel central se
origina una disminucién en la ingesta de alimentos y un aumento del gasto
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energético (Rosado, Monteiro, Chaia, & do Lago, 2006). Estudios con rato-
nes ob/ob han mostrado que la administracion de leptina reduce la ingesta
de alimentos y promueve el gasto energético (Du, Higginbotham, & White,
2000). Los animales ob/ob son excelentes modelos animales con defecto en
la sefializacién de la leptina, ya sea en la produccién o la expresion de esta
hormona, en los cuales se desarrolla hiperfagia y obesidad, independiente-
mente de los niveles de insulina que los animales presenten. Lo mismo su-
cede en modelos animales con resistencia a la leptina, tal resistencia
favorece la ganancia de peso en los animales. Los ratones con la mutacién
ob/ob pueden incrementar su peso corporal hasta 310% comparados con los
ratones control (Ingalls et al., 1950) (Figura 2).

Modelos de obesidad
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Figura 2. Existen diferentes modelos animales para inducir y estudiar obesidad.
Con base en los datos de este capitulo se muestra la eficacia de cada modelo en el
incremento de peso corporal comparado con animales sometidos a una dieta
control. Los animales que consumen dieta de cafeteria incrementan en poco
tiempo hasta 30% de peso. Los animales con lesién del hipotdlamo lateral (LH) re-
ducen su consumo de alimentoy el peso corporal al 70% por ser un centro genera-
dor de hambre. Los animales con lesién del hipotilamo ventromedial
incrementan hasta un 195% por ser un centro generador de saciedad. El estrés fa-
cilita el incremento de peso cuando se les permite consumo de dietas hipercaldri-
cas. Las mutaciones en la produccién de leptina o sensibilidad de sus receptores
son las més eficaces para generar obesidad.

Conclusiones

Los modelos de obesidad en animales han mostrado que es posible reali-
zar andlisis experimentales sobre los mecanismos que subyacen a la ga-
nancia de peso en los animales y las consecuencias sobre la salud de los
mismos. Los diferentes modelos proveen informacién complementaria,
mas no absoluta. Los modelos mas eficaces parecen ser aquellos que inclu-
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yen alteraciones del sistema de leptina (i.e. rata Zucker, ratén ob/ob), se-
guidos de aquellos modelos con alteraciones del sistema cerebral de
saciedad (i.e. VMH), aunque estos modelos son los menos parecidos a las
condiciones comunes en las que ocurre la obesidad en la sociedad. Los mo-
delos con dieta hipercalérica permiten trazar similitudes con la ingesta
que se observa en los humanos y con niveles de obesidad moderados a al-
tos.
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Modelos animales de
conducta compulsiva en
drogadiccion

Marta Miquel
Aitor Sanchez-Hernandez
Patricia Ibaniez-Marin

Introduccion
¢Quéeslaadiccion?

| consumo de sustancias psicoactivas para obtener efectos relajan-
E tes, euforizantes o cambios en la percepcién ha acompafiado ala hu-

manidad desde sus origenes (Escohotado, 1999). No obstante, la
especie humana no esla tinica especie animal que usalas drogas para con-
seguir cambios en el estado mental. Los primates consumen frutos muy
maduros con un contenido alcohdlico similar a una cerveza y los gatos co-
men plantas que producen efectos alucindgenos o relajantes. Estos son
solo dos ejemplos, pero la naturaleza esta repleta de muchos mas. La ense-
flanza mas importante que podemos extraer de estos reportes es que los
animales buscamos voluntariamente cambiar nuestro estado mental y ob-
tener relajacion, activacién o cambios perceptivos de vez en cuando, y
para eso consumimos drogas.

Las drogas son, sin embargo, sustancias farmacoldgicamente muy po-
tentes modificando el funcionamiento del cerebro. Sus lugares de accién
cerebral son parte de un circuito muy antiguo filogenéticamente, cuya fun-
cién principal es mantenernos vivos. Para ello, tenemos que adquirir y al-
macenar informacién sobre dénde, cémo, cudndo y con quién obtener lo
que necesitamos para sobrevivir. Podemos decir que cada vez que consumi-
mos una droga, nuestro cerebro actia como si estuviera trabajando para so-
brevivir. De ahi, la eficacia de las drogas cambiando la conducta. En la
medida en que repetimos el consumo, los cambios cerebrales se consolidan
y se hacen mas dificiles de modificar, y las conductas de obtencién y consu-
mo de la droga se vuelven mucho mas probables y persistentes. De este
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modo, las drogas logran manipular los mecanismos de memorizacién y
aprendizaje con los que cuenta de forma natural nuestro cerebro y hacerlos
aberrantes. En un 10% de los consumidores de una droga, estos patrones de
conducta se cristalizan y se convierten en automaticos, perdiéndose la posi-
bilidad de regulacién e inhibicidn a pesar de las consecuencias negativas de-
rivadas del consumo de la droga. La conducta se vuelve compulsiva y se
desencadena automaticamente en los contextos sociales asociados con la
obtenciény el consumo. En la actualidad, para poder diagnosticar adiccién
se requiere el criterio de compulsividad. Es decir, la obtencién y consumo de
drogas se realiza a pesar de sus consecuencias negativas para la salud, la fa-
milia y las relaciones laborales y sociales. No se puede controlar ni la canti-
dad ni el contexto del consumo y aunque el individuo se proponga no
consumir, no lo consigue y recae una y otra vez (DSM-V, 2021).

¢Como podemos evaluar conducta adictiva en animales de

laboratorio?

Los modelos animales para el estudio de la drogadiccién siguen siendo ne-
cesarios, a pesar de disponer de una tecnologia de neuroimagen cada vez
mas avanzada para investigar la adiccién humana. El principal problema de
lainvestigacién humana en adiccién es la dificultad de estudiarlos origenes
yeldesarrollo del trastorno adictivo. Para ello, se requeriria seguir alos indi-
viduos desde la infancia, desde antes de comenzar con el consumo de dro-
gas, hasta la edad adulta y evaluar los cambios cerebrales y de conducta.
Modelar en animales el inicio y desarrollo del trastorno adictivo, asi como
manipular los factores de vulnerabilidad son los objetivos primordiales de
los modelos animales de drogadiccién. Por suerte para la investigacion en
neurociencia de la adiccién, el circuito que controla la conducta adictiva es,
como se ha dicho, muy antiguo y esta presente en todos los mamiferos. De
este modo, podemos tener modelos de adiccién razonablemente buenos si
usamos especies animales como los roedores.

Para desarrollar un modelo animal de drogadiccién en roedores hay
una serie de cuestiones cruciales que debemos conocer (Ahmed, 2012). En
primer lugar, no basta con tratar un animal con una sustancia adictiva
para que se convierta en adicto. Si el animal no elige voluntariamente con-
sumir la sustancia, no conseguiremos un modelo animal de adiccién. En
segundo lugar, incluso implementando procedimientos de consumo vo-
luntario, si queremos observar una conducta parecida ala adicciéon huma-
na, debemos demostrar que el animal busca y consume la droga
compulsivamente. El criterio de compulsividad es el eje central en el diag-
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nostico de la adiccién y debe incluirse en el modelo animal (Liischer et al.,
2020).

La compulsividad se manifiesta de diferentes formas e implica diver-
sos cambios cognitivos y de conducta. Hay una serie de cambios observa-
bles y evaluables que indican la obtencién y consumo compulsivo de la
sustancia. Elanimal debe consumir un poco mas de sustancia cada dia (es-
calada en el consumo) y tiene que trabajar mas duro y durante mas tiempo
para obtener la droga. Asimismo, deberiamos poder demostrar cierto gra-
do de automatizacion e inflexibilidad de la conducta. La conducta de un
adicto se desencadena de forma similar a cdmo lo hace un habito (Everitt
and Robbins, 2005), de forma automatica y sin control consciente por par-
te del individuo. Se activa cuando se perciben los estimulos del contexto
en los que se obtiene y se consume la droga. Una forma de conocer hasta
qué punto una conducta se ha vuelto habitual es evaluar si puede ser modi-
ficada alterando el resultado (la meta). Los habitos son independientes del
resultado, porque la representacién mental de las relaciones entre los esti-
mulos y la respuesta no requiere ninguna representacién de la meta, dado
que la conducta se activa directamente por los estimulos del contexto.

Volviendo a la adiccidn, el consumo recreativo de una sustancia, cuyo
objetivo es obtener cambios en el estado mental y corporal, implica patro-
nes de conducta flexibles y ficilmente regulables por el entornoy el propio
individuo. Sin embargo, un adicto consume porque no puede dejar de ha-
cerlo. La mejor manera de modelar este proceso en el laboratorio es degra-
dar el valor de la meta (droga) o la relacién de contingencia entre la
conducta y el resultado (la obtencién de la droga). La probabilidad de su-
primir o al menos reducir las conductas de obtencién y consumo de la sus-
tancia disminuye significativamente cuando la conducta se ha convertido
en habitual. Hay muchas maneras de reducir el valor de la droga, pero una
de las mas eficaces es asociar el consumo a un evento desagradable, de tal
forma, que el animal tenga que elegir entre recibir castigo al consumir la
droga o dejar de consumir. Los animales que han desarrollado compulsién
consumen a pesar de las consecuencias negativas. Finalmente, atn tene-
mos que demostrar que la droga se prefiere a cualquier otra recompensa.
Esdecir, sial animal sele da a elegir entre algo dulce y la droga, deberd ele-
gir consumir droga con mas probabilidad que el alimento dulce. El por-
centaje de animales que cumple todos los criterios es muy pequefo. Por
ejemplo, si consideramos todas las ratas que consumen voluntariamente
cocaina en un experimento, solo un 8% cumplira todos estos criterios (De-
roche-Gamonet, et al., 2004; Madsen y Ahmed, 2015).
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Podemos estudiar estos procesos por separado, pero lo ideal seria eva-
luar varios de ellos en el mismo animal. En la literatura, ya existen algunos
ejemplos de este tipo de modelos comprehensivos de adiccién. El modelo
multisintoma (Deroche-Gamonet, et al., 2004) fue propuesto en el afio
2004y ha seguido desarrollindose en los tltimos afios (Deroche-Gamonet
y Piazza, 2013). Dicho modelo evaltia en ratas la persistencia de la conduc-
ta, el aumento de esfuerzo y tiempo dedicado al consumo de la droga, asi
como el consumo mantenido a pesar de las consecuencias negativas.
Otros modelos utilizan el acceso prolongado al consumo de la sustanciay
lo combinan con pruebas para corroborar que se ha desarrollado consumo
automatico y compulsién (Ahmed y Koob, 1998). También se pueden estu-
diar estos procesos por separado si el objetivo del estudio es investigar los
cambios cerebrales que subyacen a cada proceso.

A continuacién, presentaremos como se implementan en el laborato-
rio algunos de estos modelos, con el fin de ayudar a los futuros investiga-
dores a disefiar experimentos para poner a prueba sus hipétesis sobre la
conducta adictiva. Pero ademas, esta informacién permitird al lector no
vinculado a la ciencia experimental conocer cdmo se trabaja en los labora-
torios de neurociencia de la adiccion.

¢Como conseguir que un animal de laboratorio se vuelva
adicto?

La herramienta bésica de un investigador en conducta adictiva se conoce
como caja operante o caja de Skinner (puestos a poner un nombre a tu in-
vento mejor que sea el tuyo) (Skinner, 1948). Estas cajas reciben el nombre
de “operantes” porque se precisa que el animal haga una conducta volun-
taria utilizando dispositivos con los que operar para conseguir la droga u
otro tipo de reforzador, pudiendo requerir un cierto nivel de esfuerzo.
Estas cajas estan controladas por un equipo informdtico que podemos
programar de varias formas para ensefiar a las ratas a pulsar una palanca
el nimero de veces que elijamos u operar con su hocico a cambio de la re-
compensa. Las recompensas son estimulos o eventos por los que merece la
pena trabajar, porque permiten obtener los efectos fisioldgicos y subjeti-
vos deseados. Pero la mayoria de las recompensas no actiian como tales
desde el principio, sino que hay que aprender a desearlas. Las drogas son
un ejemplo excelente para entender cémo funciona una recompensa, son
sustancias que nos gustan y nos producen algin tipo de emocién positiva,
aunque debemos aprender a desear sus efectos. Al principio, sus efectos
son sorprendentes. No obstante, como sefiald la Ley del Efecto de Edward
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Thorndike en 1911y que Skinner reformulé como Ley de Refuerzo, cuantas
mas veces se repita la secuencia de conducta, contexto-respuesta operan-
te-obtencién de la recompensa, mas se consolidard esta relacién en la me-
moria y mdas probabilidad habrd de repetir la respuesta en el futuro. Lo
interesante es que ademds de aprender sobre los resultados de nuestra
conducta, se aprende a relacionar estos resultados con los contextos en los
que se producen y de este modo, a predecir cuales seran las consecuencias
de la conducta en cada contexto. Este altimo mecanismo de aprendizaje
fue propuesto por Ivan Pavloven 1927y por eso se llama aprendizaje Pavlo-
viano. El proceso completo es conocido como aprendizaje reforzado, pero
como hemos visto, a él contribuyen dos mecanismos diferentes, uno Pav-
loviano y otro operante.

El modelo de autoadministracion de drogas

La mejor especie animal para desarrollar los experimentos de autoadmi-
nistracion es la rata, pero a las ratas no les gusta esnifar cocaina ni fumar
ni tomar pastillas. Sin embargo, trabajaran y mucho por autoadministrar-
se las drogas via intravenosa. La cocaina infundida directamente en el sis-
tema venoso llega mas rapido al cerebro y es la manera mas éptima de
controlarla dosis que el animal recibe. Con excepcidn del alcohol, la mayo-
riadelasdrogasenlas cajas operantes se autoadministran por via intrave-
nosa a través de un catéter.

La cirugia de cateterizacién se lleva a cabo mediante un procedimien-
to andlogo al que se hace habitualmente en hospitales. Bajo anestesia pro-
funda, se implanta un catéter en la vena yugular derecha (se deja la vena
yugular izquierda intacta), al cual podremos acceder libremente desde la
espalda (es el mejor lugar para emplazar el catéter y que el animal puede
moverse libremente) y que se conectard a un sistema automatico de infu-
sion. Las ratas tienen una resistencia envidiable a la cirugia, pero no son
invulnerables, necesitan cuidados postoperatorios, como recibir antibié-
tico y analgésicos durante varios dias. Después de una cirugia, por muy
bien que haya ido, hay dolor y los puntos tiran.

Los experimentos de autoadministracion necesitan de cierta prepara-
cién para familiarizar al animal con los procedimientos experimentales.
sPor qué hacemos esto?; las ratas son neofdbicas, lo que significa que tie-
nen miedo alas cosas nuevas. Estas etapas previas se conocen como mane-
jo (handling) y habituacién. Consisten en tocar a las ratas varios dias
logrando asi que se acostumbren ala manipulacién, a nuestro olor, a nues-
tra voz. Con esto conseguiremos que se sientan comodas y tranquilas en
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nuestra presencia. Un animal estresado no aprendera de manera adecua-
da. El cuidado postoperatorio sirve como parte del handling. Pero no sélo
tenemos que acostumbrar a las ratas a nosotros, también alas cajas y a las
recompensas que van a recibir. Para habituarlas, basta con ponerlas du-
rante un par de horas al dia en las cajas operantes con la luz de la caja en-
cendida, el ventilador, el ruido de las demas jaulas y todos los olores
presentes.

Hay un dicho popular que dice “nadie nace sabiendo” y las ratas no son
una excepcién. Tenemos que conseguir que la palanca u otro artilugio
para operar, que en principio no tiene ninguna relevancia para la rata, se
vuelva importante. También es necesario ensefiar a los animales a prede-
cir qué sefales contextuales van asociadas a la obtencién de la drogay cua-
les no. Para ello, las cajas operantes estdn provistas de luces, palancas y
sonidos que se programan a través del software (Fig. 1).

o Acceso Extendido (6h)
PULSACIONES A\ Acceso Limitado (1h)

SESIONES

Figura 1. Caja operante para la autoadministracién de drogas (Aitor San-
chez-Hernandez y Patricia Ibifiez-Marin)

El objetivo es crear un contexto discriminativo en el que el animal
aprendalo mas rapido posible como obtener la droga. Veamos una progra-
macién basica que permite al animal aprender en aproximadamente dos
semanas a consumir cocaina, con ensayos de 1 hora al dia. El comienzo del
ensayo se marca con el encendido de la luz ambiental de la caja y la apari-
cién de las palancas. Esto marca la secuencia de acontecimientos que ven-
drd a continuacién. Como los animales no conocen esta secuencia y sus
consecuencias, hay que ayudarles un poco durante los 3 primeros dias de
entrenamiento, programando lo que se conoce como magazine, una serie
de infusiones automaticas cada 15 minutos, salvo que pulse la palanca co-
rrecta, en cuyo caso la cuenta atras se reiniciara. Si presiona la palanca co-
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rrecta tendran lugar una serie de eventos que permitirdn a la rata
aprender sobre las consecuencias de su conducta. Primero se retraeran las
palancasy se apagardlaluz ambiental de la caja. A continuacidn, se activa-
rd labomba de infusién durante el tiempo establecido para infundir la do-
sis adecuada y coincidiendo con la infusién también se encendera la luz
situada encima dela palanca correcta. Si el animal presionala otra palanca
(incorrecta), no pasara nada. Con este entrenamiento bdsico, logramos
que los animales asocien la palanca a “la sensacién euforizante” y que va-
yan aprendiendo sobre los efectos de la cocaina.

A continuacidn, se trata de modelar el escalamiento en el consumo de
cocaina. Para ello, las ratas deben tener un acceso prolongado y extendido
ala cocaina. El paradigma estandar implica la comparacién entre anima-
les que consumen 1 hora al dia (acceso limitado) con aquellos que tienen
acceso al consumo de cocaina durante 6 horas diarias (acceso extendido).
Este modelo fue creado por Sergi Ahmed y George Koob en 1998. El grupo
de acceso limitado trata de imitar a esa parte de la poblacién que cuando
tienen acceso a una determinada droga adictiva (alcohol, cocaina, tabaco,
etc.) hacen uso de ella sin caer en el consumo compulsivo y el abuso de
ésta. El acceso extendido, por el contrario, intenta reproducir el consumo
abusivo de la droga cuando hay un aumento de la disponibilidad. El abuso
de una droga produce un consumo escalado, es decir, un aumento paulati-
no en la cantidad de droga consumida. El escalamiento es causado por la
neuroplasticidad aberrante que modifica la homeostasis cerebral, la auto-
matizacién de los patrones de consumo, pero también por el desarrollo de
tolerancia a los efectos de la droga. Cuanto mas prolongado sea este acce-
so, mas cerca estaremos de modelar la adiccién en el laboratorio. Por los
estudios en plasticidad cerebral, sabemos que al menos se requieren 3 me-
ses de consumo prolongado para inducir cambios cerebrales similares ala
drogadiccién humana (Kasanetz et al., 2010). Ninguno de estos efectos se
desarrolla en el grupo de acceso limitado a la droga.

La adiccién es un trastorno crénico y, por tanto, reincidente. Es decir,
la probabilidad de recaida es alta, incluso muchos afios después de haber
dejado el consumo. El factor fundamental para desencadenar las recaidas
es la percepcién o el recuerdo de los estimulos y contextos asociados al
consumo de la sustancia (Shaham et al., 2002). Podemos modelar la croni-
cidad del trastorno, sometiendo al animal a diferentes periodos de absti-
nencia y exponiéndolo una vez mas a las condiciones de consumo ya
explicadas, pero esta vez laluz se activara para marcar la palanca correcta,
perolapresion dela palanca correcta no liberara droga. Este procedimien-
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to se conoce como recaida inducida por la sefial condicionada. Para consi-
derarlo una recaida, el nimero de presiones de palanca por unidad de
tiempo debe ser similar a cuando se consumia la sustancia. La probabili-
dad de recaida es mayor en el grupo con acceso extendido si se compara
con el de acceso limitado. Es obvio que si se vuelve a consumir la sustancia
se recaerd en la mayoria de los casos. También podemos modelar en el la-
boratorio la recaida producida por un nuevo contacto con la droga
(Shaham et al., 2002)

No obstante, el acceso extendido ala droga, solo nos permite disponer
de un modelo de abuso de drogas. Aunque hay mas probabilidad de que un
abusador se convierta en adicto, hay abusadores que solo lo son temporal-
mente y que no desarrollan consumo compulsivo ni pierden el control de
lo que consumen. Se requieren manipulaciones y pruebas adicionales
para estar seguros de que estamos simulando la adiccién en el laboratorio.
Hay tres pruebas que son cruciales para saber si un animal cumpliria los
criterios de adiccién. En primer lugar, debemos probar que los animales
son capaces de hacer cada vez mas esfuerzo por consumir la sustancia. La
manera mas comdn de implementarlo en el laboratorio es con una sesién
de indice progresivo, en la que durante una hora el indice de respuesta re-
querida para conseguir la infusién de droga se va multiplicando exponen-
cialmente. Debemos esperar que una rata con acceso extendido a la droga
trabaje mas por conseguirla. En segundo lugar, debemos demostrar que el
animal sigue consumiendo a pesar de las consecuencias negativas. La ma-
nera mas comun de hacerlo en el laboratorio es programar en las cajas de
Skinnerun electroshock en las patas a través del suelo electrificado que se ac-
tiva de manera aleatoria cuando se aprieta la palanca correcta. De esta for-
ma, a veces la droga también lleva una sorpresa desagradable e
impredecible. Algunas de las ratas de acceso extendido siguen consu-
miendo a pesar de recibir el electroshock, mientras otras reducen el con-
sumo. Finalmente, hay que probar que el animal prefiere la droga frente a
otros reforzadores como la comida dulce. Para ello, en la caja operante, se
programa una palanca que dé acceso a la sucrosa y otra a una infusién de
cocaina. Solo un reducido grupo de animales cumple este criterio.

Si queremos modelar el alcoholismo en el laboratorio, no necesaria-
mente hay que usar una caja operante, pero debemos seleccionar bien la
cepa de ratas para trabajar. La mejor cepa es la Long-Evans. Ni las Spra-
ge-Dawley ni las ratas Wistar muestran un consumo consistente de alcohol
de manera voluntaria. Los modelos de consumo de alcohol pueden imple-
mentarse de forma mds sencilla, con un acceso muy prolongado (varios
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meses) e intermitente al alcohol, en un paradigma de libre eleccién entre
una botella de alcohol y una de agua (Wolffgramm y Heyne, 1991; Spoelder
et al,, 2015). Los animales pueden consumir en sus cajas de residencia. La
disponibilidad del alcohol suele ser de 24 horas al dia, en dias alternos. De
alguna manera, este protocolo simula la ingesta en atracén (binge adminis-
tration), que promueve el tipo de plasticidad cerebral aberrante comentada
en la introduccién del capitulo (Corbit et al., 2012). Para probar compulsi-
vidad en el consumo de alcohol, podemos hacer varias cosas. Se puede de-
gradar el valor del alcohol, por ejemplo, salandolo. Pero lo que mejor
funciona es usar cloruro de litio asociado al alcohol para inducir malestar.
Si los animales han desarrollado un consumo de alcohol persistente, se-
mejante al de los individuos alcohdlicos, el malestar producido por el clo-
ruro de litio no deberia afectar la dosis de alcohol consumida.

Algunas pruebas control para saber qué efectos ha

producido la autoadministracion de drogas

Es interesante saber qué efectos colaterales ha producido la autoadminis-
tracién de drogas y si estos efectos correlacionan con los niveles de consu-
mo de la sustancia. Esta informacién nos ayudara a evaluar y entender las
diferencias individuales en el consumo de la droga, asi como a establecer
qué otras consecuencias pueden tener desarrollar una conducta adictiva.
La bateria de pruebas puede incluir la evaluacién de los niveles de ansie-
dad, mediante el laberinto elevado y la prueba de luz/oscuridad, asi como
la valoracién de la memoria implicita (memoria de reconocimiento) y ex-
plicita (laberinto de Morris). También podemos incluir medidas mas
gruesas de actividad como el campo abierto. La bateria completa debe ser
administrada antes de comenzar con la autoadministraciéon y al menos, al
final del proceso. No obstante, una evaluacién intermedia nos daria mu-
cha informacién de cémo evolucionan estos pardmetros con el consumo.

¢Las drogas pueden hacer que cambiemos la forma en la que

nos relacionamos con la comida?

Cuando realizamos una accién aprendida para conseguir una meta, el ce-
rebro se encuentra ante un dilema: activar una conducta flexible y planifi-
cada que es mas lenta y costosa, pero facil de inhibir o poner en marcha
una conducta automatica, rapida y eficaz, pero rigida e inflexible, conoci-
da como habito (Balleine y Dickinson, 1998). Ambos tipos de conducta tie-
nen ventajas e inconvenientes y son mds apropiados para contextos y
condiciones ambientales diferentes. Por ejemplo, conseguir nuestros pro-
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positos requiere de una conducta flexible y planificada que pueda ser mo-
dulada por los resultados de la conducta. En cambio, las situaciones de
peligroy estrés demandan una conducta rapiday eficaz, a costa de perder
posibilidad de modulacién y flexibilidad. Igualmente, las situaciones muy
predeciblesy familiares hacen mas probable la activacién de una conducta
automatica y habitual. Las asociaciones aprendidas y almacenadas por el
cerebro son diferentes en cada caso. En el caso del aprendizaje regulado
por la meta, hemos aprendido a asociar nuestras respuestas a sus resulta-
dos, sean de éxito o de fracaso (Respuesta-Resultado), y asi, modificando
el resultado y su valor, podemos cambiar la respuesta. Por esto decimos
que es una conducta modulada por el resultado. Sin embargo, en el habito,
la respuesta se desencadena automaticamente cuando se perciben los es-
timulos contextuales (Estimulo-Respuesta). Esta representacion no in-
corpora el resultadoy por eso la respuesta no se afecta, aunque cambiemos
su valor. En cualquier caso, ambas representaciones asociativas quedan
almacenadas en nuestro cerebro y compiten por activarse en cada accién.
Como el cerebro selecciona entre uno u otro sigue siendo un misterio,
pero su conocimiento serd fundamental para entender cémo tomamos
decisiones. Lo realmente relevante aqui es que una experiencia prolonga-
da con drogas adictivas sesga la seleccion de respuesta hacia el modo auto-
matico y habitual, reduciendo la flexibilidad y la posibilidad de
modulacién.

De esta forma, mas alld de los modelos de consumo compulsivo de dro-
gas, podemos modelar cémo la conducta se automatiza y se convierte en
habito; y como la automatizacion puede afectar a la seleccién de otras re-
compensas como la comida. En definitiva, el objetivo de estos experimen-
tos es simular cmo las drogas de abuso, al producir plasticidad aberrante
en el sistema estriado-cortico-limbico-cerebelar, pueden sesgar la selec-
cién dela accién hacia el habito; y cambiar la forma en la que se toman de-
cisiones de consumir o no consumir y de relacionarse con otro tipo de
reforzadores naturales como la comida.

Veamos ahora como modelar estos procesos en el laboratorio. Para
ello, se ensena a los animales a trabajar para obtener dos tipos de recom-
pensas: bolitas de sacarosa con sabor a chocolate (pellets de chocolate) y
una solucion liquida de agua y sacarosa al 5%; lo que seria como trabajar
para recibir caramelos o un refresco. ;Por qué estas dos recompensas? La
respuesta es muy sencilla, simplemente porque a las ratas (como a noso-
tros) también les gusta el aziicar y como todo el mundo dice: “A nadie le
amarga un dulce”. La droga puede administrarse o consumirse volunta-
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riamente en distintos momentos del aprendizaje operante, pero como hi-
pétesis general esperamos que los animales tratados con droga
automaticen la conducta mas eficazmente y de este modo, desarrollen con
mas facilidad el habito de consumo. Mas abajo, explicaremos como eva-
luar si una conducta se ha vuelto habitual y automatica.

En estos experimentos, también es necesario el manejo y la habitua-
cién del animal como vimos antes. Tras los dos dias de manejo, empeza-
mos a restringirles moderadamente la cantidad de comida que tienen
disponible en sus jaulas, ya que normalmente comen ad libitum; lo que
quiere decir que tienen acceso ilimitado a la comida. En este caso, necesi-
tamos asegurar que tengan un poco de hambre, asi que les ponemos un
poco menos de lo habitual. Los estudios han demostrado que las ratas sue-
len comer como maximo entre unos 20-25 g de alimento al dia, asi que no-
sotros hablamos de una restriccién moderada porque los dos primeros
dias de restriccion les damos 20 g por animal y después ya les dejamos
unos 18 g hasta el final del experimento. A continuacién, les habituamos a
las recompensas que van a recibir cada vez que pulsen la palanca (durante
media hora en sus jaulas dos dias consecutivos), es decir, a la solucién de
azucary alos pellets para evitar la neofobia durante el entrenamiento.

Elobjetivo principal del entrenamiento en estos experimentos es crear
una memoria instrumental fuerte y consolidada que automatice los patro-
nes de consumo de los dos reforzadores (Lerner, 2020). Luego, nuestro ob-
jetivo serd demostrar que la conducta de consumo se ha automatizado de
tal forma que la devaluacién de las recompensas no disminuye su consu-
mo.

Empezamos con una sesion de magazine para que los animales apren-
dan dénde van a recibir los pellets y donde la solucién dulce. Durante dicha
sesion, las ratas no tienen que hacer nada para obtener las recompensas, si
no que automdticamente, cada cierto tiempo, las recibirdn. Al dia siguien-
te, entrenamos a los animales a presionar la palanca con un programa de
razoén fija de 1, es decir, deben pulsar una vez la palanca para recibir una
recompensa (un pellet 0 0,1 ml de la solucién de sacarosa). En los primeros
dias del entrenamiento, se les pone una gota de la solucién de azticar en el
bebedero y en la palanca, mientras que cuando se les entrena para recibir
los pellets, se les pone uno en el comedero y otro en la palanca, para que
aprendan la asociacién mas rapido. Una vez han aprendido esta asocia-
cién, se les impone un poco mis de esfuerzo con un programa de razén
aleatoria 5, es decir, los animales tienen que presionar la palanca un na-
mero de veces comprendido entre 1y 5, pero el nimero es aleatorio cada
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vez. Finalmente, se les complica més la obtencion de las recompensas con
un programa de razén aleatoria de 10, en el que deben accionar la palanca
entre 1-10 veces para recibir una recompensa. Este programa produce ele-
vadas tasas de respuesta. A lo largo de este entrenamiento, en una sesiéon
diaria se entrena la conducta con los pellets y en otra distinta, con la solu-
ci6én dulce.

Una alternativa alos programas de razén aleatoria es la razén de inter-
valo. Los animales pulsan la palanca una vez, pero reciben la recompensa
de manera aleatoria en un intervalo de tiempo que varia aleatoriamente.
De este modo, sila razén de intervalo programada es 10, significa que des-
pués de una pulsacién de palanca recibird la recompensa entre 1y 10 se-
gundos. En estos programas de entrenamiento, lo usual es terminar con
unarazoén de intervalo de 30 segundos. Dicha razén de intervalo genera un
aprendizaje rapido y una respuesta consistente.

¢Como probar que un aprendizaje instrumental se ha

convertido en un habito?

Sabemos que los habitos son conductas automaticas que se desencadenan
cuando los estimulos contextuales son percibidos. Es decir, los circuitos
cerebrales que activan los hdbitos no codifican el resultado de la conducta
ni su valor (E-R), solo desencadenan la respuesta una vez que el estimulo
es procesado. Son los circuitos sensorimotores (Yin and Knowlton, 2006).
De ahi que la mejor forma de probar si una conducta es habitual es desa-
fiar el resultado; es decir, devaluarlo y ver qué pasa. La sensibilidad ala de-
valuacién consiste en devaluar (cambiar la valencia) de esa recompensa,
ya sea asociandolo a un castigo, malestar, saciedad u omisién, para obser-
var si la conducta de las ratas cambia tras este procedimiento (Adams y
Dickinson, 1981).

En nuestro caso, para evaluar la sensibilidad a la devaluacién hemos
escogido un procedimiento de saciedad. Por ello, al dia siguiente de la fi-
nalizacién del tratamiento, hacemos la primera prueba para evaluar la
sensibilidad a la devaluacién y tras un dia de reentrenamiento en las cajas,
se hace la segunda prueba. Estas pruebas consisten en dejar alos animales
en sus cajas durante una hora con 15¢g de pellets o 8oml de la solucién de sa-
carosa, contrabalanceando el orden de devaluacién de las recompensas.
Las pruebas de devaluacién se hacen bajo extincidn, es decir, justo des-
pués de saciar a los animales se les expone en las cajas operantes a las dos
palancas que estaran disponibles durante 10 minutos, pero las pulsacio-
nes no tendran consecuencias programadas (no recompensa). Si la selec-
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cidén de la accidn se hace sin tener en cuenta el resultado (automatizacién
dela respuesta), los animales deberian pulsar un ndmero similar de veces
tanto la palanca del reforzador devaluado por saciedad como la de aquella
asociada al que mantiene su valor intacto (Fig. 2).

Y SENSIBLE A LA DEVALUACION
@ PULSACIONES

100:

Agua con
aziicar

Palanca Palanca
o Devaluada
Devaluada

SACIEDAD 1h

Palanca  Palanca
o Devaluada
Devaluada

Figura 2. Test de sensibilidad a la devaluacién por saciedad de la recompensa (Ai-
tor Sanchez-Hernandez y Patricia Ibdfiez-Marin)

Esto nos indica que se ha desarrollado insensibilidad a la devaluacién.
Con poco entrenamiento y en ausencia de drogas, los animales suelen ser
sensibles a la devaluacién, porque pensindolo detenidamente, ;si a noso-
tros nos diesen una cantidad considerable de dulces o unos litros de algiin
refresco, trabajariamos para recibir lo mismo o porla otra recompensa? Lo
normal es observar diferencias individuales en la sensibilidad a la deva-
luacién, aunque como ahora veremos, algunas manipulaciones pueden
sesgar la seleccidon de respuesta hacia el hibito. Tras la segunda prueba de
devaluacién, podemos obtener el tejido cerebral para analizar distintos
correlatos de la sensibilidad versus insensibilidad a la devaluacién.

Efecto delas drogas adictivas en la sensibilidad ala 245

devaluacion del reforzador

Un consumo prolongado de drogas fortalece las asociaciones E-R (Everitt
y Robbins, 2005) es decir, fortalece la memoria sensorimotora que desen-
cadenara automdticamente la respuesta. Lo relevante es que estas asocia-
ciones se convertiran en cruciales para provocar la recaida en el consumo.
Ante la percepcién de los contextos asociados con el consumo, la basqueda
dela droga se activara de forma automatica, y dicha conducta sera dificil-
mente controlable. Por tanto, debemos esperar que las drogas generen in-
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sensibilidad a la devaluacién del reforzador y asi lo han demostrado
algunos trabajos previos (Corbit et al., 2012; LeBlanc et al., 2013ab).

Para analizar el efecto de la droga podemos optar por exponer a los
animales a un consumo voluntario o podemos administrarla de manera
forzosa durante un periodo prolongado. Dado que las conductas de obten-
ciény consumo de drogas comparten con los reforzadores naturales de los
mismos circuitos, seria de esperar que fuera mas probable observar un
fortalecimiento de las asociaciones E-Ry, por tanto, insensibilidad a la de-
valuacién con protocolos de autoadministracién o consumo voluntario.

Conclusion

El consumo de sustancias con potencial adictivo es un fenémeno ubicuo
en la sociedad humana y en muchas especies animales, pero la mayoria de
los consumidores usan estas drogas con fines recreativos. Solo un porcen-
taje pequefio de consumidores evoluciona hacia un patrén de conducta
adictivo. Sabemos que no es dificil hacer que a un animal de laboratorio le
gusten las drogas, pero convertirlo en adicto no es tarea facil. Se requiere
no solo un consumo prolongado de la sustancia, sino también cumplir una
serie de criterios. Estos experimentos son largos, complejos y costosos,
pero desafortunadamente no hay alternativa al uso de animal vivo en los
estudios de la adiccion. En primer lugar, porque la investigacién en pa-
cientes adictos no nos permitiria trazar el origen y desarrollo del trastor-
no, haciendo mucho mas dificil el estudio de los marcadores de
vulnerabilidad. En segundo lugar, porque la complejidad de los procesos
implicados, tanto a nivel neurofisiolégico como de conducta, impide el
uso de modelos mas simples, como lineas celulares. A lo mejor en un futu-
ro, la inteligencia artificial nos permite tener modelos robdticos que
muestren un esbozo de la complejidad conductual que vemos en una rata
adicta.
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XV

Modelos animales para el
estudio de la conducta sexual
masculina

Elisa Ventura Aquino
Raiil G. Paredes

Introduccion

a conducta sexual de la rata macho es quiza la més estudiada en el
Lérea cientifica. El enfoque de los trabajos por mucho tiempo estuvo

circunscrito al entendimiento de esta conducta y a su regulacién; to-
mando en cuenta las particularidades de cada especie. Lo anterior permi-
tié conocer, por ejemplo, los mecanismos moleculares de la actividad de
las hormonas sexuales, asi como los mediadores durante la ereccién y eya-
culacién (Le Moéne & Agmo, 2019). Fue a principio de la década de los
90’s, cuando un evento cambid la perspectiva de una parte de la investiga-
cién sobre la conducta sexual en roedores.

Los inhibidores de la enzima llamada fosfodiesterasa s (IPDE-5), entre
ellos el sildenafil, favorecen la sintesis de 6xido nitrico (ON) endotelial con
la consecuente vasodilatacién, por lo que se investigaba la utilidad de los
IPDE-5 para el manejo de la angina de pecho en estudios clinicos. Uno de
los efectos secundarios mds recurrentes fue la presencia de erecciones no
deseadas entrelos participantes. Casiala par, se descubrié que el ON esta-
ba involucrado en la respuesta eréctil, esclareciendo el mecanismo de di-
cho efecto secundario. Los resultados sobre el uso de los IPDE-5 para la
angina de pecho no fueron satisfactorios y la investigacién se redirigié
para su aplicacién en el manejo de la disfuncién eréctil (DE) (Ban, 2006).
Posteriormente, se encontrd que el ON se sintetiza también por las células
endoteliales y las terminaciones del nervio cavernoso del pene durante la
estimulacién sexual (Lin, Lin, & Lue, 2005). Asi fue como en 1998, se liberd
al mercado el sildenafil (Viagra), que representa una de las serendipias de
mayor éxito mercantil en la época reciente, lo que también visibilizo la ne-
cesidad e importancia de mejorar y/o restaurar la salud sexual en las per-
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sonas, abriendo paso alainvestigacion de nuevas moléculasy al desarrollo
de modelos animales para el estudio de la conducta sexual humana. Sin
embargo, el desarrollo de nuevos firmacos para el manejo de las disfun-
ciones sexuales humanas a partir de modelos animales ha sido poco alen-
tador desde entonces. En el presente capitulo, se describirdn los modelos
mas empleados, y se haran precisiones respecto a sus alcances y limitacio-
nes.

La conducta sexual de la rata macho vs la conducta sexual
masculina

La rata macho

La conducta sexual de la rata macho usualmente se estudia en una arena
de un compartimiento en donde se coloca al sujeto con una hembra se-
xualmente receptivay en la que se permite la cépula ad libitum por un tiem-
povariable (de minutos a horas). Bajo estas condiciones, el macho es quien
establece el ritmo de la cépula al tener acceso libre a la hembra, denomi-
nandose copula regulada por el macho (CRM) y mostrard un patrén estereoti-
pado el cual se ha descrito consistentemente en otros trabajos (E. Hull &
Dominguez, 2012; E. M. Hull & Dominguez, 2007). En resumen, al ponerse
en contacto un macho con una hembra sexualmente receptiva, ambos ini-
cian una exploracién principalmente olfatoria. De hecho, en la rata este
tipo de estimulos son necesarios y suficientes para el reconocimiento de
una pareja sexual, lo cual es de suma importancia para evitar situaciones
que pongan en peligrolaintegridad dela rata sise acercaaotraque noestd
en condiciones éptimas para la cépula (Chu, Snoeren, & Agmo, 2017; Le
Moéne & Agmo, 2018). Posteriormente, el macho despliega una serie de
montas e intromisiones intercaladas antes de eyacular, y pasard a un pe-
riodo de inactividad para retomar la cdpula unos minutos después. Usual-
mente se registra el nimero de montas, intromisiones y eyaculaciones; asi
como el tiempo que transcurre desde que se ponen en contacto a ambos
animales y el macho presenta la primera monta (latencia de monta) e in-
tromision (latencias de intromsidn), y desde la primera intromisién hasta
la eyaculacién (latencia de eyaculacién, LE). Después de alrededor de 5
eyaculaciones sucesivas, el macho dejara de mostrar montas, llegando asi
un periodo de inactividad llamado saciedad sexual. Bajo estas condicio-
nes, la cépula inducird cambios neuroendécrinos que facilitan el desarro-
llo de un estado de afecto positivo mediado, al menos en parte, por el
sistema opioide enddgeno, asi como cambios neuropldsticos principal-
mente en el bulbo olfatorio. Otra consecuencia inminente es la reproduc-
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cién, determinante para la supervivencia de las especies (Martinez &
Paredes, 2001; Paredes, 2009; Peretto & Paredes, 2014).

Bajo otras condiciones de laboratorio, se muestran patrones de cépula
diferentes. Por ejemplo, cuando el macho no tiene acceso libre a la hembra
y es ésta quien determina el ritmo y patrén de los contactos sexuales, lo
que asemeja mejor lo ocurrido en la vida silvestre (Martinez & Paredes,
2001). Ademas, la conducta sexual puede estudiarse en condiciones semi-
naturales mediante una arena de grandes dimensiones y niveles, en don-
de se coloca a4 hembrasy 3 machos durante varios dias, durante los cuales
se permiten interacciones mds alld de las sexuales (Chu, Guarraci, &
Agmo, 2015). Cabe mencionar que, los modelos que describiremos a conti-
nuacién, cuando se observa directamente la copula en machos, se han rea-
lizado bajo la condicién de CRM.

El humano

Como todo mamifero, la cépula en el humano es fundamental para la pre-
servacion de la especie, por ende, se espera que haya elementos anatémi-
cos y fisiolégicos en comin, principalmente en las respuestas de ereccién
y eyaculacién (Alwaal, Breyer, & Lue, 2015; Coolen, Allard, Truitt, &
McKenna, 2004; Otani, 2019; Waldinger & Olivier, 2005). No obstante, a
diferencia de los multiples trabajos en relacion a la cépula en ratas, los re-
ferentes de observaciones directas durante la cépula en humanos estén li-
mitados casi exclusivamente a los trabajos iconicos de William Masters y
Virginia Jonhson (Masters & Johnson, 1966) mismos que, a la fecha no han
sido replicados o refutados por ningin otro grupo de investigacién (Levin,
2008), de tal manera que su generalizacion es inadecuada. No obstante,
estudios basados en auto-reportes han demostrado que, a diferencia del
patrén estereotipado de la rata macho, existe una gran variabilidad en la
conducta sexual humana, atin en el mismo individuo en condiciones rela-
tivamente similares (Schick et al., 2016).

Las diferencias entre la conducta sexual en la rata y humano se han
discutido a detalle en otros trabajos (Agmo, 2014; Agmo, Turi, Ellingsen, &
Kaspersen, 2004; Le Moéne & Agmo, 2018, 2019). Entre las diferencias mas
destacadas tenemos a la capacidad humana para crear representaciones
mentales de indole erético que pueden ser suficientes para desencadenar
y/o mantener la respuesta sexual; ya sea en compafifa o en solitario (Agmo,
2014; Agmo et al., 2004; Le Moéne & Agmo, 2018, 2019). Con relacién al tipo
de estimulacién sexual considerada como placentera, se incluye, mas no
se limita al pene. De hecho, Masters y Jonhson describieron orgasmos in-
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ducidos por la estimulacién prostatica, pero a la fecha se desconoce sus
mecanismos y vias de integracién (Levin, 2018). Por otro lado, se asumia
que las motivaciones humanas para la actividad sexual eran principal-
mente recreativas (Georgiadis, Kringelbach, & Pfaus, 2012; Pfaus et al.,
2012). No obstante, Cindy Meston y colaboradores (2007) enlistaron mas
de doscientos motivos por los cuales las personas tienen actividad sexual,
incluyendo aspectos relativos al estatus social, al utilitarismo, al amor y
compromiso, alarecreacion, ala expresion, ala espiritualidad, al autoesti-
ma, a deseos de venganza, entre otros (Meston & Buss, 2007; Meston, Ki-
limnik, Freihart, & Buss, 2020). Estas motivaciones reflejan a su vez,
factores psicoldgicos, sociales, culturales, incluyendo los roles y estereoti-
pos de género; mismos que se han vinculado directamente con la apari-
cién, mantenimientoy resolucién de algunas disfunciones sexuales, como
se vera mas adelante.

La conducta sexual de la rata como un modelo animal de las

disfunciones sexuales

El conocimiento a partir de estudios en animales, de la anatomia y neuro-
biologia sobre los mediadores que modulan la respuesta de ereccién y eya-
culacién, ha mostrado ciertas analogias interespecie, confirmadas por los
efectos de algunos firmacos sobre estas respuestas. Por ejemplo, la facili-
tacion de la ereccién por los IPDE-5, asi como los efectos retardantes de la
eyaculacién por algunos inhibidores selectivos de la recaptura de seroto-
nina (ISRS). Lo anterior cumple con el criterio de validez predictiva (la ca-
pacidad de un modelo para reproducir los efectos que determinadas
sustancias tienen sobre la condicién humana que se pretende modelar).
No obstante, la validez aparente (similitud fenomenolégica entre el mode-
loyla condicién humana) es baja para la mayoria de los modelos actuales,
alahorade aplicar esos conocimientos a la sexualidad humana, porlo que
las extrapolaciones deberan hacerse con cautela.

Durante la conducta sexual masculina, se puede diferenciar elemen-
tos apetitivos y consumatorios. Los primeros requieren de ciertos elemen-
tos hormonales, como la testosterona, misma que actiia en dreas
cerebrales relevantes para la motivacién sexual, por ejemplo, el area
predptica medial (APM). La testosterona en esta regién cerebral incre-
menta la representacién del incentivo sexual que desencadena respuestas
somaticas y viscerales para activar conductas de acercamiento hacia el in-
centivo, reflejando el grado de motivacién sexual. Una vez que los sujetos
se encuentran, se inicia con las conductas consumatorias, representadas
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principalmente por las, montas, intromisiones y la eyaculacién. (Agmo et
al., 2004; Pfaus, 1996). Para fines del presente capitulo, nos referiremos a
los modelos mds representativos de las fases apetitiva (que evaltian princi-
palmente la motivacién sexual) y consumatoria (ereccion y eyaculacion).

Modelos animales para el estudio de la motivacion sexual
El Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales en su
quinta edicién (DSM -V), define al deseo sexual hipoactivo como la defi-
ciencia persistente (al menos 6 meses) de pensamientos erdticos, fanta-
siasy deseo por tener actividad sexual, que cause estrés significativo. Esta
definicién involucra aspectos subjetivos y cognitivos dificiles de medir
cuantitativamente, aunado a que la externalizacién de dicha motivacion
varia en una misma persona en situaciones diferentes, modulada por el
entorno temporal y el contexto sociocultural. Lo que hace al deseo sexual
(considerado andlogo a la motivacién sexual en roedores), el componente
de la respuesta sexual mas retador para su estudio. Esta complejidad se ve
reflejada en los estudios en humanos que evaltian el deseo sexual. Dicha
valoracion se realiza a través de métodos muy diversos, lo que dificulta un
consenso para su evaluacién y por ende, dificulta el desarrollo de modelos
animales de motivacion sexual (Nimbi, Tripodi, Rossi, Navarro-Crema-
des, & Simonelli, 2020).

No obstante, existe evidencia consistente de que algunos de los facto-
res biolégicos que regulan la motivacién sexual son compartidos entre di-
versas especies. Por ejemplo, los niveles de testosterona se relacionan
positivamente con la motivacién sexual; mientras que los de prolactina se
correlacionan negativamente (Agmo et al., 2004; Cordes, Stevenson,
Driessen, Eisinger, & Riters, 2015; Jones, Ismail, King, & Pfaus, 2012; Nim-
bietal., 2020). Este conocimiento se ha aplicado para el manejo del deseo
sexual hipoactivo secundario a niveles bajos de testosterona, en donde la
suplementacién hormonal, mejora el deseo sexual. Por otro lado, el uso de
farmacos que bloquean la actividad de la testosterona se utiliza para dis-
minuir la motivacién sexual en agresores sexuales o en ciertas parafilias,
en especial las socialmente mas reprobables. Se han obtenido buenos re-
sultados en términos de la inhibicién de la conducta sexual, pero se han
generado muchos debates en términos de derechos humanos y de las res-
ponsabilidades del agresor (Gilbert & Focquaert, 2015; Scott & Holmberg,
2003).

En larata macho, la motivacién sexual puede cuantificarse de diversas
formas (Ventura-Aquino & Paredes, 2017), una de ellas es midiendo las
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conductas de acercamiento, en una prueba de motivacién sexual incentiva
(MSI). La MSI se evalia en una arena oval de 100 x 50 cm, con un par de
compartimientos a los lados donde se colocan los diversos incentivos a
comparar, usualmente una hembra sexualmente receptiva y un macho
con experiencia sexual. Un incentivo sexual se puede definir como aquel
sujeto que desencadenard, en otro individuo, las conductas de acerca-
miento o precopulatorias hacia él. En la prueba de MS], el sujeto de obser-
vacién se coloca en el centro y se evalia el tiempo de estancia cerca de un
incentivo u otro, asi como el nimero de visitas que hace a los mismos; las
cuales reflejan la motivacién sexual hacia cada uno de los incentivos pre-
sentados. Utilizando esta prueba podemos discernir entre la motivacién
sexual de la social, y ademas es sensible a condiciones que normalmente
disminuyen la motivacién sexual. Por ejemplo, en un macho castrado, en
uno que acaba de copular o al evaluar los efectos de un farmaco inhibidor
de la conducta sexual (Agmo, 2014; Agmo et al., 2004).

De manera espontanea, alrededor del 5% de la poblacién de ratas ma-
cho no muestra preferencia alguna por un incentivo sexual en la prueba de
MSI, ademas de que no despliegan la conducta sexual a pesar de presen-
tarles hembras sexualmente receptivas en repetidas ocasiones. A estos
machos se les denomina no copuladores (NC) y se han reportado en otras es-
pecies en una proporcién similar, sugiriendo que esta subpoblacién forma
parte delavariabilidad bioldgica (Portillo & Paredes, 2019). Ala fechano se
ha encontrado ningiin factor hormonal o alguna deficiencia sensorial que
explique la inactividad de los machos NC. Ademds de que muestran res-
puestas de ereccion y eyaculacion normales (Portillo & Paredes, 2003,
2004). Por otro lado, se ha encontrado una menor expresién de la enzima
aromatasa en el APM en los NC. La administracién de estradiol o testoste-
ronadirectamente en esta area cerebral induce la cépula en los machos NC
sugiriendo que diferencias hormonales a nivel cerebral pueden explicar
las diferencias en motivacién sexual (Antonio-Cabrera & Paredes, 2014;
Portillo, Castillo, Retana-Marquez, Roselli, & Paredes, 2007).

En el humano, una proporcién similar (5%) de personas se identifican
como asexuales, es decir, que no sienten atraccién o interés sexual por na-
diealolargo detodalavida (Bogaert, 2015). La asexualidad, se considera el
analogo en el humano delos NC. Actualmente, la asexualidad se considera
una variante mas de las orientaciones sexuales que ha recibido poca aten-
cién por parte de la comunidad cientifica, quiza debido a que su utilidad
como modelo animal de alguna disfuncién sexual seria nula (Bogaert,
2004, 2012, 2015).



MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

Modelos animales para el estudio de la respuesta eréctil

La DE se define como la incapacidad persistente para lograr y/o mantener
la ereccién lo suficiente para permitir la actividad sexual de forma satis-
factoria (Bell, Hadi, Khanal, & Paudyal, 2020). Las causas de la DE incluye
factores biolégicos y psicosocioculturales, los cuales frecuentemente inte-
rrelacionan entre sialo largo de su evolucién. Por lo anterior, las medidas
farmacolégicasy/o quirargicas enfocadas a mejorarla respuesta eréctil en
conjunto con psicoterapia, tienen mejores resultados en comparacion al
manejo monomodal (Burnett et al., 2018).

Actualmente se dispone de numerosas estrategias para estudiar la res-
puesta eréctil en ratas, debido principalmente a las similitudes morfol4gi-
cas y funcionales entre ambas especies, lo que podria ser de gran utilidad
para el estudio de la fisiopatolégia de la DE de origen bioldgico, y poten-
cialmente para el desarrollo de estrategias terapéuticas.

Evaluacion de la respuesta eréctil en modelos animales

La administracién sistémica de ciertos firmacos, como la apomorfina, fa-
vorecen la ereccién del pene, lo que permite evaluar la integridad de los
mediadores y vias que regulan la ereccién. Esta via es particularmente ttil
cuando se requiere evaluar otros parametros conductuales durante una
prueba de cépula; ya que ademds se ser minimamente invasiva, tiene alta
replicabilidad (Gordon, James, & Alasdair, 2006). Otra forma de medir la
respuesta eréctil es por medio del registro de la presién intracavernosa
(PIC) ante algin tipo de estimulacién, que puede ser eléctrica sobre el ner-
vio cavernoso, rama del plexo pélvico, responsable de la inervacién del
pene; o farmacoldgica durante el tamizaje de nuevas moléculas. Usual-
mente durante esta prueba, la rata se encuentra bajo anestesia aunque la
PIC puede monitorearse por medio de telemetria en ratas despiertas
(Chung, De Young, & Brock, 2011; Gordon et al., 2006). El registro de la PIC
permite evaluar cuantitativamente la ereccidn, asi como los cambios en el
flujo sanguineo cavernoso. Estos pardmetros son muy importantes cuan-
do se estudiala fisiologia eréctil, asi como la fisiopatologia de DE orgénica
(Chungetal., 2011). No obstante, entre sus limitaciones estan el empleo de
instrumental y equipo especializados. Ademds de que su replicabilidad es
baja debido a que la estimulacién eléctrica también afecta a los tejidos cir-
cundantes, y a los efectos de la anestesia sobre la PIC (Hox, Mann-Gow,
Lund, & Zvara, 2018).
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Modelo de DE neurogénica

La manipulacién de los 6rganos pélvicos durante la reseccién radical de la
prostata puede producir traccién del nervio cavernoso con inflamacién lo-
cal, apoptosis y neuropraxia secundaria, haciendo de la DE post-prosta-
tectomia una complicacién comun. Para reproducir esta lesion en ratas
macho, usualmente se diseca y se pinza bilateralmente dichos nervios con
una pinza hemostatica durante 30-60 segundos en una o mas ocasiones
(Choe et al., 2019; Ma et al., 2020). Mediante esta técnica es posible evaluar
el efecto de diferentes estrategias novedosas ya sea para evitar o reparar el
dafo nervioso, usualmente utilizando estimulacion eléctrica y registro de
la PIC. Choey colaboradores (2019) desarrollaron un hidrogel con nanofi-
bras que liberaban de forma continua la proteina Sonic hedgehog y lo colo-
caron directamente sobre el musculo liso del pene tras lalesién del nervio
cavernoso, encontrando menores indices de apoptosis y mayor preserva-
ci6én del musculo liso en el grupo tratado, en comparacién al control.

Modelos de DE secundarias a otras condiciones médicas
Lainyeccién i.p. de estreptozotocina en ratas, induce la muerte de las célu-
las beta con la consecuente falla en la produccion de insulina e hipergluce-
mia secundaria, lo que conlleva a formacién de radicales libres,
disminucién en la sintesis de ON, entre otros mecanismos que producen
dafio neurovascular; y que precipita la DE. Utilizando este modelo se ha
reportado que la funcién eréctil mejora al controlar las condiciones que
producen la hiperglucemia. Por ejemplo, al evitar o retrasar el dafio tisu-
lar, empleando extractos de ciertas plantas medicinales que evitan el es-
trés oxidativo; e incluso se ha probado la inyeccién intracavernosa (IICV)
de células madre derivadas del tejido muscular y adiposo en asociacién
con nanoparticulas. Mediante estas técnicas se han reportado resultados
prometedores en la recuperacién tisular, evaluado por histologia. Tam-
bién se ha descrito una mejora en la funcién eréctil, medido porla PIC (Ko-
vanecz et al, 2016; Yu et al., 2019; Zhou et al., 2017), lo que podria
desarrollar estrategias que retrasen o eviten la DE secundaria a enferme-
dades metabdlicas con produccion elevada de radicales libres.

Con relacién a este tipo de terapias aplicadas en humanos, en un estu-
dio se probd la IICV de células madre derivadas del cordén umbilical, en 6
varones con DE secundaria a diabetes mellitus (DM). Al inicio del estudio
ninguno de los participantes mostraba erecciones matutinas, considera-
doelindicador estaindar de laintegridad de la respuesta eréctil. A los 3 me-
ses, 5 de 6 participantes mostraron la reaparicion de estas erecciones. Sin
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embargo, no tenian la rigidez suficiente para permitir el coito, por lo que
se agregd un IPDE-5 (sildenafil). A los 11 meses de seguimiento, 2 partici-
pantes optaron por la colocacién de prétesis de pene, 3 mostraron ereccio-
nes que no permitian la penetracién incluso con la adicién del IPDE-5; y
uno habia mostrado erecciones lo suficientemente rigidas como para per-
mitir el coito con la adicién de IPDE-5 (Bahk, Jung, Han, Min, & Lee, 2010).

El ejemplo anterior muestra la complejidad de aspectos involucrados
en torno al desarrollo y mantenimiento de las disfunciones sexuales mas
alld del aspecto organico o bioldgico. Ya que, a pesar de la recuperacién de
la respuesta eréctil inicial (mostrado en las erecciones matutinas), ésta
por si sola no fue suficiente para la reanudacién de la actividad sexual en
ninguno de los casos. De hecho, las terapias regenerativas incluyendo la
IICV de plasma rico en plaquetas, de tejidos derivados de membranas am-
nidticas, o células madre mesenquimatosas ya sea sola o en combinacién
con la aplicaciéon extracorpérea de ondas de choque de baja intensidad,
han demostrado tener poca o nula efectividad en ensayos clinicos, a pesar
de sus reportes prometedores en modelos animales (Campbell, Milenko-
vic, Usta, Albersen, & Bivalacqua, 2020).

Otra condicién que puede producir DE secundaria es la fractura de los
cuerpos cavernosos, usualmente por el trauma directo y que se considera
una emergencia médica. Dependiendo de la severidad, el manejo tempra-
no busca preservar la integridad de la tinica y prevenir la fibrosis y la for-
macién de nédulos que pueden causar deformidades del pene y con ello,
dificultades durante la ereccién (Ateyah et al., 2008). Para modelar esta le-
sidn en ratas, se realiza una incisioén proximal en el dorso del pene con una
lanceta. Utilizando este modelo, en un estudio se investigaron diferentes
adhesivos biocompatibles sobre la cicatrizacién; evaluado por histopato-
logia. Se midi6 el grado de fibrosis, la inflamacion, el sangrado y el estado
de curacién del tejido alas 3 semanas tras lalesién. Los adhesivos N-butil 2
cianoacrilato y Gluban 2, mostraron menor presencia de fibrosis y mejo-
res indices de curacidn tisular, en comparacion al grupo que se dejé cica-
trizar por si solo (Turgay et al., 2008). También se ha evaluado el uso de
farmacos como la pentoxifilina, simvastatina, tamoxifeno y losartan; so-
los y en combinacién, lo que mejora la irrigacion tisular, encontrandose
resultados prometedores en la prevencién de la fibrosis (Eslahi, Shirazi,
Khoshnood, Noorafshan, & Karbalay-Doust, 2020). Debido a que otras
condiciones como el envejecimiento, la DM, la DE por lesién nerviosa e hi-
pertension arterial se asocian a la fibrosis de los cuerpos cavernosos, el es-
tudioy desarrollo de agentes que la eviten o la reviertan, podria ser de gran
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utilidad en el manejo de casos de DE secundaria a fibrosis (Cho, Song, &
Paick, 2018).

Modelos animales para el estudio de la eyaculacion

Enla actualidad, cada vez es mayor el consenso sobre que la eyaculacién y
el orgasmo, aunque suelen ir a la par, son eventos claramente diferentes,
especialmente ante diversas situaciones, ya sea por medio del aprendizaje
y uso de técnicas para el control eyaculatorio, o mediante el efecto de cier-
tos farmacos (Alwaal et al., 2015; Kobayashi et al., 2009; Wibowo & Wasser-
sug, 2016).

Las disfunciones relativas a la eyaculacién pueden agruparse en a) im-
posibilidad para la eyaculacién; b) eyaculacién dolorosa; c) eyaculacion
anhedoénica y d) las referentes al tiempo de eyaculacién (Otani, 2019).
Estas tltimas corresponden a la eyaculacién precoz (EP) y la eyaculacién
retardada. Debido a que éstas han sido las que han recibido la atencién en
modelos animales, nos limitaremos a ellas en este capitulo.

La EP es considerada la disfuncion sexual masculina mas frecuente en
menores de 30 afios e incluye cuatro criterios para su diagnéstico: 1) Una
latencia de eyaculacién (LE) menor a 1 minuto en la mayoria de las expe-
riencias, 2) con una duracién delos signos y sintomas de al menos 6 meses,
3) presencia de estrés inter e intrapersonal significativo y 4) que no se ex-
plique por ninguna otra condicién médica (American Psychiatric Associa-
tion, 2013). Clinicamente, la EP se clasifica en primaria cuando estd
presente desde las primeras experiencias sexuales, y secundaria cuando
aparece después. Debido a que las vias neuroanatémicas y los mediadores
involucrados en la respuesta eyaculatoria en la rata se conocen a detalle y
se comparten entre diversas especies de mamiferos, el estudio en modelos
animales puede ser de gran utilidad, especialmente para la EP primaria
(Alwaal et al., 2015; Chan et al., 2008).

Eyaculadores espontaneamente rapidos y lentos

Dentro de una poblacién de ratas macho, existe variabilidad natural en las
latencias de eyaculacién que sigue una distribucién normal, en donde am-
bos extremos representan el grupo de machos con LE mds cortas y largas,
respectivamente. En una prueba de cépula de 30 minutos, los eyaculado-
res rapidos presentan un nimero bajo de montas e intromisiones, con
mas eyaculaciones (4-5), en comparacién a los eyaculadores lentos (0-1).
Este patrén individual en la LE se mantiene estable en pruebas subsecuen-
tes, lo que sugiere que la LE podria relacionarse a la cantidad de estimula-
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cién requerida para llegar al umbral necesario parala eyaculacién, aunado
a diferencias sensoriales (Olivier et al., 2006).

Al respecto, se evalué en ratas la capacidad olfatoria en un grupo de
eyaculadores lentos, comparados con eyaculadores promedio, a través de
dos pruebas que se repitieron semanalmente en tres ocasiones: 1) prefe-
rencia olfatoria entre dos incentivos (machoy hembra sexualmente recep-
tiva; 2) medicidon del tiempo que tardaban en encontrar un estimulo
enterrado en una cama de virutas de madera; ya sea, un pellet de comida o
un pequeno saco lleno de virutas impregnadas de orina de hembras se-
xualmente receptivas. Los eyaculadores lentos mostraron una menor pre-
ferencia olfatoria por la hembra, asi como una latencia mayor para
encontrar los dos tipos de estimulos enterrados en comparacién a machos
con LE promedio. Lo anterior indica que, para el caso de los eyaculadores
lentos, esta condicién podria relacionarse a diferencias en la capacidad ol-
fatoria (Shimomi & Kondo, 2020). En otro trabajo, se reportd que, los eya-
culadores lentos muestran incrementos en la expresién del gen para el
receptor a estrogenos alfa en el bulbo olfatorio; aunado al incremento del
gen para el receptor a andrégenos y aromatasa en el APM, en comparacién
amachos con LE promedio. En conjunto, los resultados anteriores indican
que, las diferencias en la LE y en la capacidad olfativa mostrada en los eya-
culadores lentos, podrian tener bases neurobioldgicas (Antaramian, Gon-
zalez-Gallardo, Garcia-Ugalde, Portillo, & Paredes, 2015).

Por otro lado, se ha encontrado que, después de 30 minutos de copula
ad libitum, los eyaculadores rapidos presentan una mayor inmunorreacti-
vidad a la proteina Fos, como un indicador de activacién neuronal, en
adreas relevantes para la cépula como el APM y la amigdala; asi como la
coexpresion de Fos y Oxitocina en el nicleo supradptico del tilamo, en
comparacion a los eyaculadores lentos y promedio. Debido a que esta ex-
presién se correlaciona positivamente con el nimero de eyaculaciones, no
es posible descartar que el incremento en la inmunorreactividad de Fos,
sea secundaria a la actividad eyaculatoria (Pattij et al., 2005).

Los estudios referentes a los efectos de diferentes farmacos sobre la
LE, empleando a eyaculadores lentos y rapidos han reportado que la sero-
tonina (5-HT), es un neurotransmisor importante en la modulacién de la
LE (Pattij & Waldinger, 2005; Waldinger & Olivier, 2005). Existen mas de
quince diferentes receptores a 5-HT descritos hasta ahora, de los cuales
tres se hanvinculado conla LE, yasea pre (5-HT,,y 5-HT;3) y/o postsindpti-
cos (5-HTyp y 5-HT,c). En los eyaculadores rapidos, la activacién de los
5-HT,3y5-HT,c prolongala LE, mientras que en eyaculadores lentos, la ac-
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tivacién de los 5-HTy,, la acorta (Hyun, 2014; Pattij & Waldinger, 2005). Lo
que sugiere que el efecto de la 5-HT sobre la LE depende del tipo y localiza-
cién de receptor involucrado, lo que a su vez estard determinado porla do-
sis, tiempo y via de administracién, asi como la afinidad del farmaco a
cada subtipo de receptor. Estas variables podrian explicar los resultados
inconsistentes tanto en ratas, como en humanos, de los efectos de los ISRS
que, al aumentar el tiempo de estancia de la 5-HT en el espacio sindptico,
incrementa la actividad de este neurotransmisor (Balci et al., 2019; Le
Moéne & Agmo, 2019; Olivier et al., 2006).

A partir de los resultados en ratas sobre la variabilidad en la LE se ge-
nerd mayor interés en conocer si esto sucedia en el humano, como posible
explicacién en los casos de EP primaria, (Waldinger et al., 2005). Sin em-
bargo, no existian antecedentes mds alld de los reportes de Masters y John-
son que permitieran una aproximacion a la poblacion general. Para ello se
realizé un estudio en el que participaron 500 parejas heterosexuales de 5
paises, quienes, por auto-reporte, midieron la LE intravaginal utilizando
un cronémetro. Se registrd la actividad sexual durante 4 semanas, obte-
niéndose una media de 5.4 minutos en la LE, la cual correlacioné negativa-
mente con la edad (Waldinger et al., 2005). No obstante, la distribucién de
los valores mostré una asimetria positiva, no Gaussiana como en ratas. Al
considerar el extremo del percentil 2.5 como punto de corte, se obtuvo una
LE de 1-2 minutos, lo que se aproxima al criterio diagnéstico de EP. Por
otro lado, se encontraron que diversos factores influyeron en la distribu-
cién delas LE. Por ejemplo, el tiempo en la relacién de pareja, el contextoy
la frecuencia de la actividad sexual, edad de los participantes, pais de resi-
dencia, entre otros (Waldinger et al., 2005). En otro estudio bajo condicio-
nes de laboratorio, 28 varones clinicamente sanos, en posicién supina y
con los ojos vendados; recibieron estimulacién manual por una misma
mujer. La prueba se repitid 4 ocasiones en intervalos de una semanay se
midi6 la LE ala estimulacién. Tomando en consideracién las 116 medicio-
nes totales, los datos mostraban una distribucién normal, con una mediay
desviacién estandar de 156 + 80.7 segundos. Los resultados anteriores su-
gieren que las LE en los humanos muestran una variabilidad en donde
cierta proporcién mostrard LE cortas, de los cuales, quienes cumplan con
otros criterios marcados en el DSM-V, seran diagnosticados con EP. Asi-
mismo, los autores remarcan la importancia de tomar en consideracién
las diferencias metodolégicas (tipo de estimulacidn, forma de recoleccién
de datos, etc.) y otros factores (edad, entorno sociocultural, tipo y dindmi-
cade pareja, etc), a la hora del andlisis, interpretacién y alcances de los re-
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sultados (Bhat & Shastry, 2017; Kameya, Deguchi, & Yokota, 1997; Vanden
Broucke et al., 2007; Waldinger et al., 2005). Cabe destacar que las LE en
humanos reportadas son similares a las LE de otros primates como el bo-
nobo, el chimpancé y el macaco, quienes muestran LE menores a un
minuto (Dixon, 2012).

Por otro lado, se ha identificado una mayor sensibilidad peneana a es-
timulos tactiles en sujetos con EP que correlaciona con la LE, por tanto, la
estimulacién requerida para la eyaculacién seria menor, en comparacién
a hombres sin este diagndstico. Sin embargo, esta correlacién no se en-
cuentra en varones sin EP (Vanden Broucke et al., 2007).

La dapoxetina es un ISRS que ha mostrado mayor eficacia y mejor per-
fil de seguridad, por lo que se considera de primera linea en el manejo de
EP en varios paises. Un estudio reciente mostrd que, en un grupo de 182
pacientes con EP, latasa de descontinuacion de la dapoxetina fue del 79.1%
alos 6 meses. Entre las razones del abandono se menciond, en primer lu-
gar, el costo; seguido de la inconformidad de saber que la EP no era cura-
ble, y a la necesidad de utilizarla en cada encuentro sexual (Park et al.,
2017). En otro trabajo, Waldinger y cols. (2008) mostraron que el trata-
miento con ISRS ya fuera agudo o crénico parala EP incrementaba hasta 3
veces la media geométrica de la LE inicial. Este efecto se considerd como
clinicamente irrelevante por los participantes y sus parejas. A partir de
este resultado, los autores recomiendan expresar los efectos de los firma-
cos sobre la LE como incrementos/decrementos en niimero de veces, en
lugar de comparaciones entre las medias, para evitar sobreestimacién de
los efectos que pudiera causar expectativas poco realistas del efecto de los
farmacos como monoterapia para la EP (Chan et al., 2008).

Conclusiones

El estudio de la conducta sexual en ratas macho ha permitido conocer a
detalle los mecanismos que regulan las respuestas de ereccién y eyacula-
cién, con buena homologia interespecie. Este conocimiento por si mismo
ha contribuido de manera importante al conocimiento cientifico y pudie-
raaplicarse para el entendimiento de algunos mecanismos que subyacen a
disfunciones sexuales, principalmente aquellas primarias y de origen bio-
l6gico u organico. No obstante, los estudios en humanos han demostrado
que la conducta sexual en nuestra especie es sumamente diversa y poco
predecible, asi como nuestra capacidad, quiza tinica, de generar represen-
taciones mentales de los estimulos sexuales, que pueden ser suficientes
para desplegar la respuesta sexual. Si a esto agregamos el entorno socio-
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cultural y psicosocial, podemos entender la dificultad de extrapolar los re-
sultados obtenidos en modelos animales al humano. De hecho, lo anterior
podria explicar la casi nula utilidad de las estrategias desarrolladas a partir
de modelos animales sobre la sexualidad humana. Es evidente que, a dife-
rencia de lo sucedido en ratas, el conocimiento de las bases neurobiol4gi-
cas de la sexualidad humana, sus variantes y sus disfunciones, estd en sus
etapas iniciales.
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