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1 ABREVIACIONES

ACh (acetylcholine): acetilcolina.

AChE (acetylcholinesterase): acetilcolinesterasa.

AChRs (acetylcholine receptors): receptores de acetilcolina.
ACo (anterior cortical amygdala): amigdala cortical anterior.
AH (anterior hypothalamus): hipotdlamo anterior.

AO (anterior olfactory nucleus): nacleo olfatorio anterior.

AOB (accessory olfactory bulb): bulbo olfatorio accesorio.

AVP (arginine vasopressin): arginina vasopresina.

BLA (basolateral amygdala): amigdala basolateral.

BNST (bed nucleus of the stria terminalis): nacleo del lecho de la estria terminal.
CALl (cornu Ammonis 1): cuerno de Amon 1 del hipocampo.

CeA (central amygdala): amigdala central.

CORT (serum corticosterone): corticosterona sérica.

CRH: (corticotropin-releasing hormone): hormona liberadora de corticotropina.
DRN (dorsal raphé nucleus): nacleo dorsal del rafe.

Ent (entorhinal cortex): corteza entorrinal.

GPCR (G protein coupled receptors): receptores acoplados a proteinas G.

GR (glucocorticoid receptor): receptor de glucocorticoides.

HIP: (hippocampus): hipocampo.

HPA: (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis): eje hipotdlamo-hipofisario-suprarrenal.
LS (lateral septum): septum lateral.

MAChHhRs (muscarinic acetylcholine receptors): receptores muscarinicos de acetilcolina.
MeA: (medial amygdala): amigdala medial.

MOB (main olfactory bulb): bulbo olfatorio principal.

MOE (main olfactory epithelium): epitelio olfatorio principal.

mPFC (medial prefrontal cortex): corteza prefrontal medial.

MR (mineralocorticoid receptor): receptor de mineralocorticoides.

NAC (nucleus accumbens): nicleo accumbens.

NAcCo (nucleus accumbens core): nucleo accumbens core.

NAcSh (nucleus accumbens shell): ndcleo accumbens shell.



NAChRs (nicotinic acetylcholine receptors): receptores nicotinicos de acetilcolina.

OSN (olfactory sensory neurons): neuronas sensoriales olfativas.

PFC (prefrontal cortex): corteza prefrontal o cortex prefrontal.

POA (preoptic area): area preoptica.

PAG/CG (periaqueductal gray/central gray): sustancia gris periacueductal/sustancia gris
central.

Pir (piriform cortex): corteza piriforme.

PVN (paraventricular nucleus of the hypothalamus): nacleo paraventricular del hipotalamo.
SHRP (stress-hyporesponsive period): periodo de hiporespuesta al estrés.

STR (striatum): cuerpo estriado.

TU (olfactory turbercle): tubérculo olfatorio.

VMH (ventromedial hypothalamus): hipotalamo ventromedial.

VNO (vomeronasal organ): 6rgano vomeronasal.

VP (ventral pallidum): palido ventral.

VSN (vomeronasal sensory neurons): neuronas sensoriales vomeronasales.

VTA (ventral tegmental area): area tegmental ventral.



2 RESUMEN

El cuidado materno es sumamente importante en los primeros dias postnatales, pues disminuye
la ansiedad, mejora la resiliencia al estrés en la vida adulta y favorece un correcto desarrollo
neuronal. Por el contrario, se ha observado que la separacion materna provoca alteraciones en

el desarrollo de regiones involucradas en la cognicion y funciones afectivas.

En un estudio previo se observd que crias de rata sometidas a separacion materna en los
primeros dias de vida, pasan menor tiempo interactuando con individuos novedosos en la
adultez, a comparacion de aquellos sujetos que no son sometidos a separacion materna, lo cual

sugiere que la separacion materna disminuye la motivacion de socializar en la vida adulta.

Por otro lado, se ha observado que la nicotina produce un efecto ansiolitico, tanto en humanos
como en animales la nicotina produce un efecto ansiolitico. De hecho, las personas que
consumen cigarrillos de tabaco reportan un efecto calmante y disminucion del estrés, asi como
la facilitacién para socializar y, en algunos casos, una reduccion de depresion. Asi mismo, se
ha observado que la nicotina administrada en ratas aumenta la interaccién social en
comparacion de ratas con administracion de un vehiculo, el efecto de la nicotina sobre
individuos que han sido sometidos a separacion sélo ha sido reportado en protocolos que miden
aprendizaje y memoria, y en los sintomas de algunos trastornos psiquiatricos ocasionados por
la separacion materna. En otras palabras, aun no hay estudios que exploren el efecto de la

nicotina sobre la interaccion social en individuos sometidos a separacion materna.

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la nicotina sobre la conducta social de ratas
Wistar criadas con separacion materna ante un sujeto novedoso. En este sentido, ratas macho
de la cepa Wistar fueron sometidas a separacion materna por 4 horas diarias (9:00 hrs -13:00
hrs), desde el dia postnatal (DPN) 1 hasta el 21. Posteriormente en el DPN 53 se les administrd
nicotina (0.0075 mg/kg, via intraperitoneal) o un vehiculo (1 ml/kg, via intraperitoneal) y se

realizé una prueba de novedad social.

El grupo sometido a separacion materna y administracion de nicotina presentd diferencias

significativas con respecto a su grupo control. Es decir, invirti6 mas tiempo investigando al



individuo novedoso, acicalandose, tuvo un mayor numero de acercamientos, un menor tiempo

de latencia en el primer acercamiento y también un menor tiempo explorando el area de prueba.

Esto sugiere que la nicotina puede mejorar aspectos de la conducta social en individuos con

alteraciones inducidas por la separacion materna.



3 ABSTRACT

Maternal care is extremely important in the first postnatal days, as it reduces anxiety, improves
resilience to stress in adult life and promotes correct neuronal development. On the contrary, it
has been observed that maternal separation causes alterations in the development of regions

involved in cognition and affective functions.

In a previous study, it was observed that rat pups subjected to maternal separation in the first
days of life spend less time interacting with novel individuals in adulthood, compared to those
subjects who are not subjected to maternal separation, which suggests that maternal separation

decreases the motivation to socialize in adult life.

On the other hand, it has been observed that nicotine produces an anxiolytic effect in both
humans and animals. In fact, people who consume tobacco cigarettes report a calming effect
and decreased stress, as well as facilitation in socializing and, in some cases, a reduction in
depression. Likewise, it has been observed that nicotine administered to rats increases social
interaction compared to rats administered a vehicle. The effect of nicotine on individuals who
have been subjected to separation has only been reported in protocols that measure learning
and memory, and in the symptoms of some psychiatric disorders caused by maternal separation.
In other words, there are still no studies that explore the effect of nicotine on social interaction

in individuals undergoing maternal separation.

The objective of the study was to evaluate the effect of nicotine on the social behavior of Wistar
rats raised with maternal separation in front of a novel subject. In this sense, male rats of the
Wistar strain were subjected to maternal separation for 4 hours daily (9:00 hrs - 13:00 hrs),
from postnatal day (PND) 1 to 21. Subsequently, on PND 53, they were administered nicotine
(0.0075 mg/kg, intraperitoneally) or a vehicle (1 ml/kg, intraperitoneally) and a social novelty

test was performed.

The group subjected to maternal separation and nicotine administration presented significant
differences with respect to their control group. That is, he spent more time investigating the
novel individual, grooming himself, had a greater number of approaches, a shorter latency time

in the first approach, and also less time exploring the test area.



This suggests that nicotine can improve aspects of social behavior in individuals with

alterations induced by maternal separation.



4 INTRODUCCION

Existe evidencia de que la temprana exposicion a un entorno adverso y situaciones de estrés en
los primeros afios de vida puede aumentar la vulnerabilidad de padecer trastornos
psicopatologicos y el abuso de sustancias en la vida adulta (Cater y Majdi¢, 2021). Por lo que
se afirma que el cuidado materno es de suma importancia para un correcto desarrollo cerebral
(Champagne et al., 2003).

Se ha observado que la separacién materna (SM) afecta el desarrollo postnatal del cerebro en
regiones involucradas en la cognicion, conducta, funciones afectivas, y aquellas involucradas
en la expresion de respuestas endocrinas al estrés (Becker et al., 2006; Cater y Majdi¢, 2021).
De manera similar, a nivel conductual puede causar trastornos del estado de animo, problemas
de ansiedad (Aisa et al., 2007; Becker et al, 2006), depresidn y anhedonia (Marais et al., 2008;
Houwing, 2019) e incluso causar déficits en la memoria y aprendizaje (Aisa et al., 2007).
Adicionalmente, aumenta las conductas agresivas en los juegos de pelea en ratas macho en la
vida adulta (Veneema y Neumann, 2009); y disminuye el tiempo de interaccion social ante un
individuo novedoso (Kambali et al., 2019; Mejia-Chavez et al., 2021).

Los periodos prolongados de separacion materna influyen en el desarrollo de respuestas del eje
hipotaldmico-pituitario-suprarrenal (HPA), principalmente en los DPN 1-14 que es donde se
lleva a cabo un periodo de hiporrespuesta al estrés (SHRP), provocando alteraciones en las
respuestas del HPA al estrés en la vida adulta y en la maduracion cerebral. De ahi que durante
los primeros dias postnatales sean tan importantes conductas maternas como el acicalamiento
y el lamido para disminuir los niveles de corticoides en la circulacién. Asi mismo, se ha
reportado que un alto cuidado materno en las primeras etapas de vida fomenta un

comportamiento empatico en ratas en la edad adulta (Liu et al., 2000; Asadi et al., 2021).

A nivel cerebral la SM disminuye la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) en la corteza prefrontal medial (mPFC), en el ncleo accumbens (NAc) y en la region
CAL1 del hipocampo; también provoca cambios en la densidad dendritica y nimero de espinas
dendriticas en la amigdala y la mPFC, lo cual puede estar relacionado con trastornos mentales
(Wang et al., 2015). Asi mismo, se ha reportado un aumento en el nimero de neuronas
inmunorreactivas a c-Fos en el sistema dopaminérgico y nucleos hipotalamicos

(paraventricular y supradptico) ante la novedad social (Gémez-Gomez et al., 2019). En cambio,
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la SM disminuye los niveles de c-Fos en regiones cerebrales involucradas en la conducta social
y sistema de recompensa como la mPFC, NAc, nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN),
septum lateral (LS), amigdala medial (MeA), y amigdala basolateral (BLA) lo cual se puede
ver reflejado en la aparicion de trastornos del comportamiento mas adelante (Mejia-Chéavez et
al., 2021).

Por otro lado, estudios con ratas, han reportado que la nicotina (0.05, 0.1y 0.25 mg/kg) produce
un efecto ansiolitico y aumenta el tiempo de interaccion social (Cheeta et al., 2021); e incluso,
la mayoria de las personas fumadoras y con adiccién, afirman tener un efecto reductor de
ansiedad (Irvine et al., 2001). Estudios en humanos han informado un efecto antidepresivo al
consumir nicotina (Ferguson et al., 2000; McClernon et al., 2006); ademas, el consumo es
mayor en personas con depresion o trastornos neuropsiquiatricos (Glassman, 1993; Quattrocki
et al., 2000). De manera similar, los modelos murinos han reportado que la nicotina puede
actuar como un antidepresivo debido a la estimulacidn de receptores nicotinicos (Semba et al.,
1998; Tizabi et al., 2010).

No obstante, en pruebas de interaccion social, la nicotina puede tener un efecto ansiolitico o
ansiogénico dosis-dependiente, en donde se presente un efecto ansiolitico a dosis bajas a
comparacion de dosis altas; asi como del tiempo entre la inyeccion y la prueba (File et al.,
1998; Irvine et al., 1999). De la misma forma, se ha observado que el estrés por aislamiento
social aumenta la sensibilidad de los efectos ansioliticos y ansiogénicos de la nicotina (Cheeta
et al., 2001), el efecto ansiolitico esta mediado por el nucleo dorsal del rafe (DRN), mientras
que los efectos ansiogénicos por el hipocampo dorsal y el LS (File et al., 2000; Cheeta et al.,
2001). Adicionalmente, se ha encontrado que la nicotina mejora la cognicién como las
funciones motoras finas, la atencion, memoria de trabajo y episodica, por lo que se inicia y
mantiene su consumo en personas con déficits cognitivos o trastornos psiquiatricos primarios
(\Valentine y Sofuoglu, 2018).

En este sentido, es posible que las deficiencias en el cuidado materno estén vinculadas a un
incremento en el consumo de nicotina dados sus efectos sobre la conducta. Datos reportados
por la ENCODAT 2016-2017 muestran que el 19.9% de la poblacion adulta (18-65 afios) del
Estado de México fuma tabaco y el 6.7% fuma en promedio 7.4 cigarros al dia. Ademas, la
encuesta nacional de adicciones en 2011 reportd que en México las personas fumadoras activas

inician su consumo promedio de nicotina entre la adolescencia (14.1 afios) y su etapa juvenil
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(20.4 afios), principalmente en lugares sociales como bares, cantinas, discotecas, el hogar o en
lugares donde se puede llegar a sentir estrés 0 ansiedad como la escuela y el trabajo (Barrera-
Nufez, 2023). Por otra parte, ENSANUT 2021 report6 que el 15% de nifios menores de cinco
afios recibieron cuidado inadecuado durante la ultima semana, porque los dejaron solos o al

cuidado de otra nifia (0) menor de 10 afios.

No obstante, el consumo de nicotina puede conducir a una serie de consecuencias perjudiciales
para la salud pues, aunque la nicotina es la sustancia adictiva del tabaco, al menos 69 sustancias
quimicas del humo del tabaco son cancerigenas (NIDA, 2021). De ahi que el consumo de
tabaco esté asociado con cancer de pulmon, pues el 80%-90% de los casos son provocados por
el tabaquismo. Asi mismo, el consumo de tabaco ha sido asociado con otros tipos de cancer
como el de boca, faringe, laringe, es6fago, estémago, pancreas, cuello uterino, rifién y vejiga,
mieloide agudo, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), bronquitis cronica y
enfisema (NIDA, 2021).

Por consiguiente, los resultados de este trabajo pueden ayudar a comprender la influencia del
ambiente temprano en el funcionamiento del cerebro en edades posteriores y su importancia en
el desarrollo de los circuitos cerebrales. Ademas, aportara datos a una posible explicacion en
la relacion entre las relaciones maternas pobres o negligentes y la aparicion de enfermedades
neuropsiquiatricas como la depresion, ansiedad, agresion impulsiva, conductas antisociales y
adicciones. Y, en etapas posteriores, contribuir al desarrollo de politicas sociales y estrategias
para reducir el consumo de drogas y mejorar el bienestar social, conductual, psicolégico y
fisiolégico; mediante intervenciones focalizadas en la identificacion y prevencion en grupos

con alta vulnerabilidad a través de la investigacion cientifica.
Por lo que ahora, se pretende investigar los efectos de la nicotina sobre los déficits sociales

causados por la separacion materna en ratas macho juveniles sometidas a separacion materna

(SM) durante un encuentro social novedoso.
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5 ANTECEDENTES

5.1 Circuito social

Todas las especies expresan comportamientos sociales innatos, atribuidos a circuitos
neuronales programados durante el desarrollo. Algunos de estos comportamientos son el
apareamiento, lucha y crianza, necesarios para la supervivencia de cualquier especie. Sin
embargo, pueden variar segun el estado reproductivo, las experiencias sociales o factores
internos y externos. Es por esta flexibilidad que solamente se realizan estos comportamientos
en el momento y objetivo correcto, minimizando asi el costo y riesgo asociado conductual (Wei
etal., 2021).

5.1.1 Sistema de recompensa y red de comportamiento social

Neuman (1999) describi6 el comportamiento social como una “red de comportamiento social”
que engloba multiples conductas sociales. El sistema de recompensa mesolimbico (sistema
dopaminérgico del mesencéfalo, entre otros) y la red de comportamiento social (SBN “Social
Behavior Network™) son circuitos neuronales que evaliian la importancia de estimulos y
regulan el comportamiento social en mamiferos (Deco y Rolls, 2005; Wickens et al., 2007).
Esta red de comportamiento social esta formada principalmente por regiones telencefélicas y
proyecciones dopaminérgicas del VTA del mesencéfalo (Figura 1) (Goodson et al., 2005).

Mesolimbic
Reward System
Social Behavior
Network Str

)
(o)

BNST/ bIAMY
/ meAMY D

HIP 5

Figura 1. Nodos que conectan la red de comportamiento social y el sistema de recompensa

POA

=

PAG/CG

mesolimbico. Se muestran las regiones involucradas en la red de comportamiento social
(izquierda) y el sistema de recompensa mesolimbico (derecha) y las regiones involucradas en

ambos sistemas (centro). Las flechas indican las conexiones anatomicas entre las dos regiones.
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Hipotalamo anterior (AH); amigdala basolateral (bIAMY)/(BLA); nucleo del lecho de la estria
terminal/amigdala medial (BNST/meAMY)/(BNST/MeA); hipocampo (HIP); tabique lateral
(LS); nacleo accumbens (NAcc)/(NAc); gris periacueductal/gris central (PAG/CG); area
predptica (POA); cuerpo estriado (Str); hipotalamo ventromedial (VMH); palido ventral (VP);
area tegmental ventral (VTA). Tomado de O’Connel y Hoffman (2011).

El sistema de recompensa mesolimbico y la SBN en conjunto forman una red de toma de
decisiones sociales (SDM “Social Decision-Making™). Esta red desarrolla las respuestas a
estimulos sociales como no sociales, y, refuerzan las respuestas a estimulos sociales como la
reproduccidn, el cuidar la descendencia o ganar una pelea (Tabla 1) (Goodson y Kabelik,
2009). Ambos sistemas (mesolimbico y SBN) estan unidos anatdmicamente por conexiones
bidireccionales entre diversas areas del cerebro, asi como por los nodos compartidos entres LS
y BNST. De esta manera, ambos circuitos se complementan y regulan los procesos de
evaluacion de la relevancia de los estimulos y el resultado conductual (O’Connel y Hoffman,

2011).

El sistema de recompensa mesolimbico se encarga de evaluar la importancia de un estimulo
ambiental para generar la respuesta conductual adecuada, para la correcta ejecucion de este
sistema es de vital importancia es la inervacién dopaminérgica del NAc que se origina en el
VTA. El sistema de recompensa convencional también incluye BLA, LS, VP, striatum (STR),
HIP y BNST y en la mayoria de los mamiferos también la PFC (Cardinal et al., 2002; Wickens
et al., 2007).

Y, por otro lado, los nodos centrales del SBN estan involucrados en multiples comportamientos
sociales y contienen receptores de hormonas esteroides sexuales, cada una de las regiones del
SBN son importantes en la regulacion del comportamiento reproductivo entre los que se
encuentran el comportamiento sexual tipico masculino y femenino y el cuidado parental, asi
como para el control de las conductas agresivas. No obstante, el comportamiento sexual
masculino estd mediado principalmente por la region POA, en tanto que el femenino por el
VMH (Newman, 1999).

En suma, el sistema de recompensa mesolimbico y el SBN, trabajando en conjunto, regulan el
comportamiento. La informacion fluye facilmente entre ambos sistemas por medio de dos

nodos compartidos: el LS y el BNST. Estas dos regiones desempefian un papel fundamental en
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el comportamiento social y en el procesamiento de recompensas. Ademas, median la

informacion que proviene de estimulos sociales, como la manifestacion de agresion hacia un

intruso o el despliegue de la conducta sexual hacia una potencial pareja (O’Connel y Hoffman,

2011).

Tabla 1. Regiones del cerebro involucradas en el comportamiento social y sus funciones.
Modificado de O’Connel y Hoffman, (2011).

Regidn

Funcién

AH

BLA

BNST

HIP

LS

MeA

NAC

PAG/CG

POA

STR

VMH

VP

VTA

agresion, reproduccion, cuidado parental
agresion, cuidado parental

motivacion, cuidado parental, reproduccion,
respuesta al estrés

aprendizaje espacial
aprendizaje emocional,
afiliacién/reconocimiento social,

reproduccion, cuidado parental

agresion, reproduccion, cuidado parental,
reconocimiento social

aprendizaje emocional, impulsividad,
motivacion, cuidado parental

reproduccion, vocalizacién

agresion, reproduccion, cuidado parental
comportamiento compulsivo

agresion, reproduccion, cuidado parental
aprendizaje emocional, cuidado parental

motivacion, reproduccion, cuidado parental

5.1.2 Sistema olfativo en el procesamiento de informacion social

El sistema olfativo es el encargado de detectar y procesar informacion, este detecta sustancias

quimicas volatiles y las almacena en la corteza cerebral para poder recordarlas, estad formado

principalmente por MOE y VNO (Shepard, 2006; Kobayakawa et al., 2007). Primero, las
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moléculas volatiles se detectan por el MOE que posteriormente se unen a GPCR que se
encuentran en los cilios de las OSN, las cuales proyectan sus axones al MOB, este tiene células
mitrales que extienden sus axones a través del tracto olfatorio lateral hasta regiones centrales
cerebrales como al AO, ACo, Tu, Pir, Ent (Figura 2) (Baum y Kelliher, 2009).

Ent

Figura 2. Vias de proyeccion de MOE y VNO. a) Las OSN en el MOE se proyectan a través
de la placa cribiforme (CP) hasta los glomérulos (GL) del MOB. OSN (morado, azul y naranja)
que expresan los mismos receptores convergen en un solo glomérulo en el MOB. Células
mitrales (MC) del MOB extienden una dendrita apical hacia el GL contiguo y extienden los
axones hasta el prosencéfalo. Las neuronas sensoriales vomeronasales (VSN) extienden los
axones desde el VNO hasta el bulbo olfatorio accesorio (AOB). VSN en la zona apical del
VNO (rojo, izquierda) proyectan al AOB rostral; VSN en la zona basal del VNO (verde,
derecha) proyectan al AOB caudal. VVaso sanguineo (BV); ganglio de Brueneberg (GG); 6rgano
septal (SO). b) Vias de proyeccién al prosencéfalo del MOB (naranja, izquierda) y el AOB
(marrén, derecha) al cerebro anterior. Venia tectal ventral (VTV); nacleo olfatorio anterior
(AO); tubérculo olfatorio (Tu); corteza piriforme (Pir); corteza entorrinal (Ent); nacleo del
tracto olfatorio lateral (LOTE); amigdala cortical anterior (ACo); amigdala cortical
posterolateral (PLCo); nucleo cama de la estria terminal (BST); ndcleo del lecho del tracto
olfatorio accesorio (BAOT); amigdala medial (Me)/(MeA); amigdala cortical posteromedial
(PMCo); area predptica medial (MPA); hipotalamo ventromedial (VMH); nicleo premamilar
(PM). Tomado de Baum y Kelliher (2009).
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Los olores que son detectados por MOE activan circuitos implicados en procesos corticales y
limbicos, y se ha descubierto que las OSN del MOE en murinos no solo detectan olores
volatiles del aire, sino también detectan pequefios ligandos peptidicos del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), no voléatiles que pueden producir cambios en el comportamiento
(Spehr et al., 2006).

Los olores emitidos como las feromonas se disuelven en la mucosa nasal y llegan al VNO 'y se
unen al GPCR ubicados en las VSN, estas extienden sus axones hasta el AOB, después las
células mitrales del AOB envia sus axones al amigdala vomeronasal y esté envia proyecciones
a diversos nucleos hipotaldmicos directamente o a través de BST (Meredith et al., 1980;
Kevetter y Winans et al., 1981) Las interaccion entre la amigdala medial y sus proyecciones al
VMH son importantes en la regulacién de comportamientos reproductivos y de defensa (Choi
et al., 2005).

5.2 Conductas sociales innatas

Los comportamientos sociales instintivos, como la reproduccion, defensa de territorio o
recursos y el cuidado parental, pueden iniciarse sin ser ensefiados y son controlados por
circuitos neuronales programados durante el desarrollo (Kappeler et al., 2013). Los
comportamientos innatos inician con una fase apetitiva que comprende la deteccion y el
acercamiento (o distanciamiento) al estimulo social, esta fase también implica la investigacion

y exploracion del estimulo social (Hashikawa et al., 2016).

Por lo tanto, los comportamientos innatos se dividen en cuatro fases que son deteccion,

acercamiento, investigacion, consumacion o accion (Figura 3) (Wei et al., 2021).
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Figura 3. Las cuatro fases de las conductas sociales innatas. Las cuatro fases (deteccion,
abordaje, investigacion y consumacion) se muestran en color verde. Para pasar de la deteccion
al acercamiento y de la investigacion a la consumacion depende de la experiencia del animal,

asi como de su estado interno y los factores externos. Tomado de Wei et al., (2021).

5.2.1 Fase de deteccion

Se identifica la presencia y ubicacion de un objetivo social, principalmente por medio del
olfato. Los roedores detectan sefiales quimicas olfateando las secreciones vaginales de las
hembras 0 marcas de orina de los machos. De igual manera, los roedores pueden localizar un
objetivo social por medio de la emision de vocalizaciones ultrasénicas. Las crias, por ejemplo,

emiten estas vocalizaciones cuando estan lejos de su madre (Figura 4) (Hofer et al., 2002).

Los roedores al detectar sefiales olfativas especificas manifiestan acciones que les permiten
determinar la ubicacion de la fuente antes de acercarse o alejarse. Estas acciones incluyen la
disminucion de velocidad, movimientos ritmicos con la nariz, el movimiento de bigotes y
cabeza, a la vez que se modifica la orientacion del organismo (Kurnikova et al., 2017). Estos
movimientos son generados por el complejo pre-Botzinger (preBotC) y, el generador
respiratorio central. En pocas palabras, las sefiales de olor llegan al preBotC, se acelera la
respiracion y se generan micro movimientos coordinados (Feldman y Kam, 2015; Deschénes
etal., 2016).
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Figura 4. Circuito de deteccion de sefiales olfativas y auditivas. Se muestran las regiones del
cerebro involucradas en la deteccion de sefiales sociales olfativas (naranja), auditivas (azul) y
acercamiento (verde). Nucleo olfatorio anterior (AON); amigdala basolateral (BLA); ndcleo
coclear (CN); amigdala cortical (CoA); corteza entorrinal (CE); coliculo inferior (IC); nlcleo
geniculado medial (MGN); bulbo olfatorio principal (MOB); nucleo accumbens (NAc);
tubérculo olfatorio (OT); corteza piriforme (Pir); nucleo pedunculopontino (PPT); complejo
pre-Botzinger (preBotC); sustancia negra (SN); ndcleo subtalamico (STN); palido ventral
(VP). Tomado de Wei et al., (2021).

5.2.2 Fase de acercamiento

El individuo reduce la distancia entre él y el estimulo social. Luego, impulsa al individuo a
realizar acciones gratificantes o de recompensa como relaciones sexuales, agresion, paternidad
0 juego social (Trezza et al., 2011; Wei et al., 2021). Se ha observado que las células de NAc
se activan durante el acercamiento a parejas 0 nuevos individuos. Este fendmeno sugiere una
conexion directa entre la actividad neuronal en el NAc y el comportamiento social orientado
hacia objetivos, enfatizando el papel crucial de esta region cerebral en la regulacion de las
interacciones sociales y el establecimiento de vinculos (Hamel et al., 2017; Scribner et al.,
2020).
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Las neuronas dopaminérgicas del VTA se proyectan hacia el NAc, modulando la transmision
sinaptica de las neuronas espinosas mediales del cuerpo estriado (MSN), la cual provoca un
aumento en la actividad durante el comportamiento y facilita el acercamiento (Tritsch y
Sabatini, 2012; Gunaydin et al., 2014). Posteriormente, el NAc se conecta al sistema motor a
través de su eferente GABAérgico hacia el VP. Luego, el VP se proyecta hacia la salida motora
del tronco encefélico, teniendo objetivos como el tegmento pedunculopontino (PPT), la
sustancia nigra (SN) y el nicleo subtaldmico (STN), que provoca y dirige la locomocidn (figura
4) (Smith et al., 2009; Richard et al., 2016).

Regiones de la via olfativa como el nucleo olfatorio anterior (AON) y Pir proporcionan
informacion al NAc. Estas regiones son importantes para el reconocimiento y discriminacion
de olores (Smith et al., 2009). Otra region importante es el OT que recibe proyecciones del
lado ventral del MOB y se proyecta hacia el VP, formando un circuito hacia el NAc,
provocando un enfoque social basado en entradas olfativas especificas (Martel y Baum, 2007,
Wesson y Wilson, 2011).

De igual manera, las vocalizaciones ultrasonicas prosociales (USV) activan neuronas del NAc
y aumentan los niveles de dopamina en esa region cerebral. Esto se lleva a cabo por medio de
la BLA, que recibe entradas auditivas y las proyecta hacia el NAc. Se ha observado, por medio
de registros electrofisiologicos que la mayoria de las células de la BLA responde a las USV
(Sadananda et al., 2008; Parsana et al., 2012; Willuhn et al., 2014), destacando la importancia
de la interaccion entre estas dos regiones en la regulacion de respuestas sociales y la funcion

del sistema de recompensa.

5.2.3 Fase de investigacion

La fase de investigacion consiste en una completa exploracion del estimulo social para obtener
informacion del congénere y, con esa informacion, pasar a una fase consumatoria o gratificante.
De manera interesante, la mayoria de la investigacion en esta fase se realiza por medio del
olfato (Kepecs et al., 2006). En roedores, el olfato suele enfocarse en zonas faciales y
anogenitales para detectar feromonas, ademas la accion de olfatear puede indicar el estatus

social de los dos animales (Liberles, 2014).
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Cuando un individuo tiene un contacto nasal con otro congénere se dirrigen las feromonas no
volatiles al VNO. Luego se unen a receptores especificos en las VSN, para después pasar la
informacion al AOB, que a su vez se proyecta a la MeA, al BNST, y la amigdala cortical
posteromedial (CoApm). Después, la informacion de las feromonas se envia a nucleos
hipotalamicos mediales, los cuales generan comportamientos sociales como la agresion,

conducta sexual y cuidado parental (Spehr et al., 2006).

El VNO tiene la capacidad de acumular sefiales sensoriales. En otras palabras, cada episodio
de olfateo aumenta la concentracion de feromonas en el VNO, activando asi mas VSN y
regiones posteriores. Esta informacion transmitida por el VNO ayuda a identificar de manera
precisa un objetivo social. (Pankevich et al., 2006; He et al., 2010). Se ha observado que el
VNO es esencial para el inicio de una respuesta agresiva, ya que el blogueo o alteracién
genética del VNO suprimen el comportamiento agresivo tanto en ratones macho como hembras
(Chamero et al., 2011).

Durante la investigacion social las sefiales olfativas tambien son detectadas por el MOE.
Posteriormente, estas sefiales pasan a traves del MOB y convergen con las entradas
vomeronasales en las células de la MeA, ya sea de manera directa o a través de la amigdala
cortical posterolateral (CoApl). De igual modo, la desactivacion genética o quimica de las
células MOE elimina el comportamiento agresivo en ambos sexos y el comportamiento sexual
en machos (Wang et al., 2006; Martinez-Marcos, 2009).

5.2.4 Fase de consumacion o accion

En esta fase puede haber diversos comportamientos sociales como la agresion, reproduccién y
comportamiento parental (Figura 5) (Wei et al, 2021). El hipotalamo medial posee las células
promotoras del comportamiento social, y el bloqueo de la actividad de esta region perjudica

esos comportamientos (Sternson, 2013).
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Figura 5. Esquemas de los circuitos neuronales de comportamientos sociales. (A) Circuito de

agresion, (B) Circuito de conducta sexual masculina, (C) Circuito de conducta sexual femenina,
(D) Circuito de atencion parental. Las regiones azules suprimen el comportamiento, mientras
que las regiones naranjas lo promueven. El naranja claro marca regiones que desempefian
papeles menores en el comportamiento. Las regiones grises no son esenciales para los
comportamientos 0 aun no han sido estudiadas. Bulbo olfatorio accesorio (AOB); nlcleo
periventricular anteroventral (AVPV); parte posterior del nicleo del lecho de la estria terminal
(BNSTp); nucleo romboide del nucleo del lecho de la estria terminal (BNSTRh); parte ventral
del nucleo del lecho de la estria terminal (BNSTvV); amigdala cortical posterolateral (CoApl);
tabique lateral (LS); amigdala medial (MeA); area predptica medial (MPOA); amigdala
posterior (PA); gris periacueductal (PAG); nucleo premamilar ventral (PMv); parte
ventrolateral del hipotalamo ventromedial (VMHVI); subdivision lateral de VMHvI (VMHVvII);
subiculo ventral (vSUB); area tegmental ventral (VTA). Tomado de Wei et al., 2021.
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Por otro lado, existen dos nucleos hipotalamicos, con células casi exclusivamente
glutamatérgicas, claves para generar el comportamiento agresivo y ataques. Estos nicleos
comprenden la parte ventrolateral del hipotdlamo ventromedial (VMHvI) y el ndcleo
premamilar ventral (PMv) (Figura 5 A) (Lin et al., 2011). De manera similar, la region clave
para la conducta sexual masculina es el area predptica medial (MPOA)y, para la femenina, el
VMHuvI (figura 5 B y C) (Hull y Dominguez, 2007; Micevych y Meisel, 2017). A su vez, el
area mas relevante para el cuidado parental es el MPOA ya que media el aseo de las crias y la
recuperacion de crias (Figura 5 D) (Numan, 2006).

5.2.5 Socializacion
Las interacciones sociales son importantes para animales y humanos, porque ayudan a
mantener un bienestar emocional y el correcto desarrollo de capacidades fisicas, cognitivas y
sociales. Por lo tanto, la privacion de conductas sociales, como el juego social en mamiferos
jovenes, puede provocar alteraciones en la capacidad para afrontar situaciones sociales (Von
Frijtag et al., 2002).

Los neurotransmisores encargados de modular el juego social son los opioides, cannabinoides,
oxitocina, serotonina y principalmente la dopamina (Trezza et al., 2010). Se ha reportado que
durante el juego social aumenta la dopamina, y la administracion de antagonistas de dopamina
disminuye el juego social, por lo que es importante en los procesos de recompensa (Berridge,
2007).

Estudios han reportado que el NAc es una regidn que participa en los procesos de recompensa
y motivacién. Junto con la VTA, la corteza frontal y la amigdala, esta region regula las
respuestas positivas del comportamiento de juego social en ratas. El control de estas conductas
se realiza mediante conexiones gabaérgicas y glutamatérgicas entre estas regiones
mesolimbicas (Ikemoto y Wise, 2004; van Kerkhof et al., 2013). También, se ha observado
una mayor actividad en el sistema dopaminérgico mesolimbico durante las interacciones
sociales. Por el contrario, se ha sugerido que una deficiente sefializacion de dopamina se podria
traducirse en déficits en el procesamiento de recompensas sociales (Gunaydin y Deisseroth,
2014).
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Las pruebas de novedad social han demostrado que el interés por interactuar con individuos
nuevos es mayor y mas gratificante en animales juveniles que en animales adultos (Smith et
al., 2015). Un estudio realizado por Gomez-Goméz et al., (2019) report6 que ratas juveniles
muestran un mayor nimero de células inmunorreactivas a c-Fos en regiones cerebrales
pertenecientes al sistema de recompensa (p. ej., PVN) al interactuar con un individuo novedoso,
a comparacion de un individuo familiar o un objeto. Basados en estos hallazgos, los autores
propusieron que la novedad social podrias ser un estimulo altamente gratificante en individuos

juveniles (Figura 6) (Gomez-Gémez et al., 2019).
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Figura 6. Promedio de neuronas inmunoreactivas a c-Fos. el nicleo paraventricular (PVN),
nucleo supradptico (SON), nucleo accumbens shell y core (Nacc Shell y Nacc Core) y palido
ventral (\VP) de ratas expuestas a diferentes estimulos: grupo control (GC), novedad ambiental
(PN), familiaridad social (SF) y novedad social (SN). Las letras (A, B, C) indican diferencias

estadisticamente significativas entre grupos. Tomada de Gomez-Gomez et al. (2019).

5.3 Estrés
La respuesta al estrés es una de las funciones mas importantes en todas las especies,

representando un proceso controlado que involucra tanto regiones cerebrales corticales y como
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subcorticales. En conjunto, estas regiones producen respuestas de lucha o huida (fight or flight)

para promover el bienestar y la supervivencia (Silveira et al., 2018).

Seymour Levine propuso que el estrés es una situacion que consta de diversos componentes.
El primero de ellos es la entrada, momento en que se percibe y se evalla el factor estresante;
el segundo es el procesamiento de la informacion estresante, y; el ultimo es la respuesta de
salida o estrés. Estos tres componentes interactan para restaurar la homeostasis a través de

adaptaciones fisioldgicas y de comportamiento (Levine, 2005).

Un componente esencial para que un individuo pueda afrontar el estrés es el eje HPA. La
activacion de este eje garantiza una respuesta conductual adecuada al factor estresante. Asi,
ante un factor estresante, el PVN secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la
arginina vasopresina (AVP). Posteriormente, estas activan la hipéfisis anterior e inducen la
secrecién de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH). A su vez, la ACTH activa la corteza
suprarrenal y libera corticosteroides como el cortisol (humanos) y corticosterona (CORT) en
roedores, productos finales del eje HPA (Figura 7) (Nishi, 2020).

El cerebro detecta una amenaza por medio de componentes del sistema auténomo,
neuroendocrino, inmunolégico y metabdlico. Estos componentes no solo afectan la funcién del
HPA, sino que también son afectados por la actividad del HPA. Ademas, estan implicados en
cambios fisiopatologicos provocados por estrés cronico, desde experiencias en la vida
temprana hasta la vida adulta (Lupin et al., 2015).

La actividad del eje HPA esta regulada por regiones mesolimbicas como el hipocampo,
amigdala y CPF. En este caso, hipocampo se encarga de traducir las sefiales neuronales de
estrés y actia como inhibidor de la actividad basal del HPA y de la terminacion de respuesta
al estrés a través de sus altas concentraciones de MR y GR. Por su parte, el PVN recibe y
coordina la informacion neuroendocrina, autbnoma, cognitiva y emocional; en otras palabras,
es el responsable de iniciar la secrecion de glucocorticoides (CRH y AVP) (Phillips et al.,
2006).
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Figura 7. Sistema del estrés. Las neuronas parvocelulares de la region medial del PVN liberan
CRH y AVP, posteriormente se secreta ACTH de la glandula pituitaria para la produccién de
glucocorticoides en la corteza suprarrenal. La medula suprarrenal libera catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina). La capacidad de respuesta del eje HPA al estrés esta determinada
en parte por la capacidad de los glucocorticoides para regular la liberacién de ACTH y CRH
mediante la union a dos receptores de corticosteroides, el GR (receptor de glucocorticoides) y
MR (receptor de mineralocorticoides). La amigdala participa en el procesamiento del miedo y
activa el eje HPA para provocar la respuesta al estrés necesaria para afrontar el desafio.
Después de la activacion del sistema, y una vez que el estresante percibido ha disminuido, se
activan bucles de retroalimentacion en varios niveles del sistema como la amigdala, hipocampo

y corteza para cerrar el HPA y volver a un punto homeostatico. Tomada de Lupien et al. (2015).

La amigdala y su microcircuito formado por la MeA y CeA, tiene un papel importante en la
respuesta al estrés. La amigdala no solo recibe informacion del mPFC, sino que también la
transmite a otras regiones del cerebro. Especificamente, las neuronas mPFC proyectan hacia
las neuronas de la BLA, y posteriormente llega a la CeA de la amigdala. Finalmente se dirige
a regiones del cerebro involucradas en las respuestas fisiologicas y conductuales al estrés,

incluyendo el hipotdlamo y areas del tallo cerebral (Figura 8) (Zhang et al., 2018).
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Figura 8. Circuito amigdalino (CPF-BLA-CeA) involucrado en la respuesta al estrés. La CPF
transmite informacion a través de proyecciones glutamatérgicas a la BLA. Las neuronas
glutamatérgicas del BLA se proyectan a la CeA directa o indirectamente a través de
interneuronas GABAGérgicas de las ITC (grupos de células intercaladas). Las proyecciones de
CeA se dirigen a regiones o circuitos cerebrales implicados en respuestas fisiologicas y
conductuales al estrés gluérgico y glutamatérgico. EI CPF puede afectar el sistema BLA
GABAérgico mediante la regulacion de las neuronas del DRN (nucleo dorsal del rafe) 5-HT

en condiciones de estrés. Tomado de Zhang et al., (2018).

5.3.1 Estrés postnatal
El estrés en la vida temprana (ELS) puede ocasionar efectos negativos duraderos en la funcion
cerebral, desarrollo cognitivo y emocional, asi como un aumento en el riesgo de padecer alguna

psicopatologia en la edad adulta (\Van Bodegom et al. 2017).

En humanos las situaciones de mayor estrés se han dividido en tres tipos: perturbacion,
privacion y negligencia y/o abuso. Los modelos en animales tratan de replicar esas situaciones
de estrés para estudiar sus efectos. Tal es el caso de la separacion materna (SM), privacion
materna y el modelo de anidacion limitado, pues se ha observado que estas adversidades
provocan alteraciones inmediatas y a largo plazo del eje HPA tanto en animales como en
humanos. Estos modelos adquieren relevancia, pues, entornos adversos durante la etapa
neonatal afectan el establecimiento de la regulacion neurobiol6gica del comportamiento y

capacidad de respuesta del estrés (Pryce et al., 2005; Suchecki, 2018).
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Estas alteraciones pueden manifestarse en la vida adulta a través del desarrollo de déficits
cognitivos, tales como problemas en la atencion, memoria a largo plazo y de trabajo,
aprendizaje, asi como una mayor probabilidad de padecer, depresion y ansiedad (Aisa et al.,
2007; Becker et al, 2006). Ademas, se ha observado una conexion entre el abuso de sustancias
y trastornos de estrés (Weinstock, 2008; Faravelli et al., 2012); Asi mismo, estas alteraciones

pueden afectar comportamiento social (Veenema y Neumann, 2006).

Después del nacimiento, ocurre un periodo de hiporrespuesta al estrés (SHRP) en ratas desde
el dia postnatal (DPN) 3/4 al 14. Durante este periodo, la exposicion a corticosteroides en el
cerebro disminuye y los niveles basales de ACTH son mas altos y, en consecuencia, existe una
relativa falta de respuesta a estrés externo. En este sentido, una menor atencion resulta en un
desarrollo prematuro de la capacidad de respuesta a la corticosterona, ocasionando una
exageracion o atenuacion de la actividad del eje HPA provocando posteriores psicopatologias
(Schmidt et al., 2003).

Respecto a eventos estresantes postnatales regulan negativamente el sistema de recompensa
dopaminérgico, lo que resulta en una disminucién de la sensibilidad a la recompensa. Dicha
disfuncion esta asociada con la depresidn cronica, la pérdida de placer, o falta de motivacion
(anhedonia) (Baik, 2020). Ademas, se ha observado que el estrés intenso, cronico e
impredecible inhibe la liberacion de dopamina inducida por estrés prolongado (Cabib y Puglisi-
Allegra, 2012).

Los déficits en el procesamiento de recompensas por estrés resultan principalmente en trastorno
depresivo mayor (TDM), en trastornos por uso de sustancias, trastorno de estrés postraumatico
(TEPT), esquizofrenia, TDAH y trastorno de conducta (Novick et al., 2018).

5.4 Separacion materna

Uno de los modelos murinos més utilizado para imitar los abusos en la infancia, como la
privacion social y negligencia, es la separacion materna (SM). La SM consiste en separar a las
crias de su madre durante cierto tiempo en los primeros dias de vida. Cabe mencionar que este
modelo induce un aumento en los comportamientos depresivos y ansiosos en la edad adulta
(Haller et al., 2014).
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Los problemas inducidos por la SM en roedores surgen debido a que la relacion madre-cria,
que abarca alimentacion, estimulacion tactil, acicalamiento, normalmente reduce la actividad
del eje HPA y del SHRP. Por el contrario, la SM produce una hiperactivacion del eje HPA'y
SHRP, aumentando los niveles de ACTH y corticosterona sérica (CORT), alcanzando su punto
méaximo después de varias horas. Como consecuencia, se deteriora el SHRP y hay una
liberacion excesiva de CORT en el cerebro, seguida de un aumento en los niveles de
corticosteroides en la sangre. Este proceso activa los GR, alterando la funcién y estructura del
cerebro en las etapas de desarrollo y generando efectos duraderos en la plasticidad cerebral y

comportamiento en etapas posteriores de la vida (Nishi, 2020).

De igual manera, las consecuencias de la SM dependen de la duracion (horas 0 minutos) y del
namero de dias. Es decir, periodos prolongados de SM (3 horas 0 méas cada dia) provoca que
las crias salgan del SHRP, aumentando la actividad del PVN y de corticosterona basal inducida
por el estrés. Por el contrario, un periodo de entre 3 minutos a 3 horas son insuficientes para
lograrlo, a menos que se repita diariamente. Entonces, puede llegar a sensibilizar la respuesta
al estrés por corticosterona y crecimiento suprarrenal. Sin embargo, un periodo de 15 minutos
disminuye la depresion, ansiedad y las respuestas al estrés en la vida adulta (Schmidt et al.,
2004; Levine, 2005).

La SM provoca desesperacion en las crias e induce la repetida estimulacion por
glucocorticoides y catecolaminas, resultando en depresion unipolar y bipolar, asi como en
trastornos de ansiedad, comportamiento anheddnico y un deterioro en las vias de recompensa

dopaminérgica (Nishi, 2020).

En estudios de preferencia de lugar condicionada, se ha reportado que la SM disminuye el
comportamiento de busqueda de recompensas por “alimentos naturales sabrosos”; por el
contrario, aumenta el efecto de recompensa con drogas y etanol. Estos datos sugieren que la
SM aumenta la vulnerabilidad al abuso de sustancias cuando se expone a los individuos a
drogas o alcohol en la edad adulta, y disminuye la motivacion de busqueda de recompensas
naturales (Koob y Volkow, 2010). También se han reportado déficits cognitivos en memoria y
tarea de reconocimiento (Asia et al., 2007). Ademas, afecta el aprendizaje y la memoria del
miedo, expresando recuerdos duraderos de asociaciones de miedo aprendidas en el pasado
(Chocyk et al., 2014).
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A nivel cerebral, se ha detectado que afecta regiones que involucran funciones cognitivas. Por
ejemplo, se ha observado que la SM aumenta densidad dendritica en la mPFC y aumenta el
volumen de la amigdala (Ovtscharoff y Braun, 2001; Lupien et al., 2011). De igual forma,
disminuye la expresion de BDNF en la mPFC, en el NAc y en CA1, y provoca cambios en la
densidad dendritica y niamero de espinas dendriticas en la mPFC y amigdala (Wang et al.,
2015).

5.4.1 Separacion materna sobre la conducta social

En los humanos existen tres tipos de experiencias adversas en la vida temprana que conducen
a la agresion y comportamiento antisocial en la edad adulta: 1) falta de vinculos fuertes con los
padres (negligencia emocional temprana), 2) exclusion social y soledad (negligencia social
temprana), 3) exposicion a estrés durante la infancia y pubertad (Heim y Nemeroff, 2001). La
SM en roedores se emplea para estudiar los cambios en los comportamientos sociales (juego y

pelea) inducidos por estas experiencias adversas en la vida temprana.

Individuos juveniles y adultos, expuestos a SM, exhiben comportamiento social inapropiado y
agresivo (Nishi, 2020). Veenema et al. (2006), mediante una prueba de intruso-residente,
reportaron que machos adultos expuestos a la SM aumentan sus niveles de agresion al
introducir en su jaula a otro individuo novedoso. De manera similar, se ha observado que, en
el juego social, machos juveniles sometidos a SM presentaban conductas agresivas hacia un
individuo novedoso en mayor cantidad, como ataques a la nuca, mordidas y menos
caracteristicas de juego sumiso (Figura 9). Los datos aportados por estos estudios sugieren que
la exposicion a la SM altera la forma de afrontar situaciones de conflicto social a lo largo de la

vida (Veneema y Neumann, 2009).
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Figura 9. Efectos de la separacion materna (MS) sobre juego de pelea. Frecuencia de ataques
a la nuca del oponente (nape attack), posturas sumisas (supine) de ratas jovenes durante el
juego, y mordidas hacia el oponente (pulling/biting), tacleo del oponente (pinning). Residente

(R), una rata macho juvenil intrusa (). Tomado de Veneema y Neumann (2009).

Mejia-Chavez et al. (2021), realizaron un estudio que consistio en separar a las crias de su
madre del DPN 1-21 durante 4 horas al dia (9:00 h-13:00 h). En el dia 53 realizaron una prueba
de novedad social, la cual consiste en colocar a dos individuos de diferente camada en una jaula
separados por una malla y asi observar conducta de socializacion, evitando conductas
agresivas. En el estudio encontraron que las ratas con SM dedicaron menos tiempo a interactuar
con el individuo novedoso, tuvieron menor nimero de acercamientos y mayor tiempo de

latencia a comparacion de los individuos sin SM (Figura 10).
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Figura 10. Conductas sociales medidas. (A) Numero total de acercamientos sociales. (B)

—e
I T

Latencia del enfoque social. (C) Tiempo total de interaccion social. CG-SN: grupo Control
Sujetos-Novedad Social; MS-SN: grupo Separacion Materna-Novedad Social, tomada de
Mejia-Chavez et al., 2021.

Ademas, en el mismo estudio se comparo6 el nimero de células positivas a c-Fos en mPFC,
NAcSh, NAcCo, MeA, LSy PVN; regiones cerebrales que forman parte de la red de conducta
social y sistema de recompensa. Se encontré que la SM redujo el nimero de células c-Fos
positivas en esas areas (Figura 11). Los autores concluyeron que la SM reduce la capacidad de
nacleos cerebrales, posiblemente contribuyendo a la aparicion de trastornos del
comportamiento (Mejia-Chavez et al., 2021).
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Figura 11. Células c-Fos positivas. (A) Numero medio de células c-Fos positivas en la MeA.
(B) Numero medio de células c-Fos positivas en el PVN. (C) Numero medio de células ¢ Fos
positivas en el LS. (D) Numero medio de células c-Fos positivas en el NAcSh. (E) Nimero
medio de c-Fos positivos en el NAcCo. (F) Namero medio de células c-Fos positivas en la
mPFC. Sujetos de control-grupo sin prueba: CG-NT. Grupo Separacién Materna Sin Prueba;
MS-NT. Grupo de Sujetos de Control-Novedad Social: CG-SN: Grupo Separacion Materna
Novedad Social: MS-SN. Las letras A, B y C sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, tomada de Mejia-Chavez et al., 2021.

5.5 Psicofarmacologia de la nicotina

La nicotina es un alcaloide que se encuentra en la planta del tabaco (Nicotiniana tabacum).
Induce un patrén de conducta adictiva, por lo que se considera una droga que altera el
funcionamiento de diversos sistemas bioldgicos, siendo el principal el sistema nervioso
(Molero-Chamizo y Mufioz-Negro, 2005). La capacidad reforzadora de la nicotina depende del
sexo; es decir, tanto en humanos como en ratas, la motivacion para obtener nicotina, asi como
sus efectos es mayor en hembras que en machos (Donny et al., 2000; Klein et al., 2004). La
psicofarmacologia de la nicotina ha demostrado diversos efectos, entre lo que se encuentran su
efecto ansiolitico, antidepresivo y neuroprotector; respuestas que se han atribuido al efecto de

la nicotina sobre la actividad del nervio vago y su conexidn con el hipotdlamo (Goodsell, 2004).

5.5.1 Farmacocinética y farmacodinamia de la nicotina

Cuando la nicotina es fumada e inhalada, se absorbe rapidamente por los pulmones y, llega al
cerebro entre 10 a 20 segundos, mas rapido que por via intravenosa, produciendo un fuerte
refuerzo conductual (Benowitz, 1990). Su absorcidn inicia por las membranas biolégicas de la
boca, después pasa a via pulmonar y alvéolos pulmonares para posteriormente pasar a flujo
sanguineo, tejidos corporales y cerebro (Balfour y Fagerstrom, 1996). Las concentraciones en
la sangre empiezan a decrecer a los 30 minutos y dado que no se puede eliminar
enzimaticamente en el espacio sinaptico, los receptores pueden volver a estimularse tras su
desensibilizacion hasta que la nicotina se elimina aproximadamente a las 2 horas. No obstante,
la via de administracion ya sea pulmonar o parenteral, determina el tiempo de accion en sistema

nervioso central (Yildiz, 2004).
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Los cigarros contienen entre 10-20 mg de nicotina y, la dosis letal para los humanos es de 60
mg (Koob y Le Moal, 2000). Cuando se consume, la mayor parte de la nicotina (80%-90%) es
metabolizada en el higado y sus metabolitos cotinina y 6xido-N-nicotina son excretados en la
orina. Aproximadamente el 4% de la nicotina es convertida en 6xido-N-nicotina que se excreta
en gran medida en la orina. EI 70% de la nicotina es convertida a cotinina que es metabolizada
y su vida media es de 19 horas (Koob y Le Moal, 2000). La tolerancia farmacodinamica que
presenta puede ser aguda, o sea que puede desarrollarse a los pocos minutos y terminar a las
pocas horas, 0; la cronica, que aparece a los pocos dias y puede permanecer meses (Fa et al.,
2000).

5.5.2 Receptores de acetilcolina (AChRS)

Los receptores de acetilcolina (AChRs) se han clasificado en nicotinicos (nAChR) vy
muscarinicos (mMAChR). Ambos desempefian funciones importantes y basicas como la
respiracion, digestiébn, memoria, adiccién ritmo circadiano, presion arterial, control de

frecuencia y ritmos cardiacos. (Alkam y Nabeshima, 2019).

5.5.3 Receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR)

Los nAChR, son polipéptidos transmembrana que poseen subunidades que forman canales
ionicos selectivos permeables a Ca?" Na*, y K* (Figura 12). Estos receptores se encuentran
ubicados en las membranas plasmaticas de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) y
el sistema periférico; de las células posganglionares en todos los ganglios autbnomos y; de los
musculos inervados por fibras motoras somaticas (Pappano, 2015). Los nAChR en el cerebro
de los mamiferos estan compuestos por subunidades a (a2- a7, a9 y a10), y tres subunidades
B (B2 a B4), que se localizan en células ganglionares y no neuronales (Figura 12 A) (Posadas
etal., 2013). Los subtipos a4 2, a 3 B 4 y a 7 (homoméricos) son los subtipos de receptores
mas abundantes y ampliamente distribuidos en el cerebro de los mamiferos y poseen una alta
afinidad por la ACh y la nicotina (Millar y Gotti, 2009; Posadas et al., 2013). El subtipo a4 32
es el principal receptor que media la dependencia de la nicotina.

Estudios en ratones han demostrado que la eliminacion del gen B2 elimina los efectos

conductuales de la nicotina, inhibiendo la liberacion de dopamina en el cerebro y la
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administracion (Picciotto et al., 1998). De manera similar, ratones con una mutacién puntual
en un nucleotido en la regidn de formacion de poros (subunidad a4) resulta en un receptor que

es hipersensible a los efectos de la nicotina (Tapper et al., 2004).

A ACh or nicotine
binding site \ / Ion channel
nAChRs Cell membrane
Subtype A examples
#2B2) @afes)  BaB4)
ﬂ4 (o4 \;»-2". (B2 ~4 (o
62 B2)aa) S8 (7

The half-lives of the two agonists of nAChRs.

Agonists In the blood circulation In the synaptic cleft
ACh < 2 seconds < 1 second

Nicotine = 2% or 8** hours Unknown

* In adults. ** In newborns.

Figura 12. Receptores nicotinicos de acetilcolina y vida media de sus dos agonistas (nicotina
y ACh). A: Los nAChRs son polipéptidos transmembrana, sus subunidades forman canales
idnicos selectivos de cationes. La ACh y la nicotina se unen a los nAChR para ejercer sus
efectos. B: Vida media de la Ach y nicotina en la circulacidn sanguinea y hendidura sinaptica.
Tomado de Alkam y Nabeshima (2019).

5.5.4 Mecanismo de accién y neurocircuito

El efecto excitador de la nicotina se debe principalmente a su capacidad de abrir los canales de
sodio en las neuronas cuyas membranas poseen nAChR (Yildiz, 2004). La nicotina, como la
ACh, activan los nAChR y despolarizan las neuronas del SNC y, de los 6rganos diana de todo
el cuerpo. A través de sitios de union en los nAChR, la nicotina activa y cambia las estructuras
tridimensionales de los receptores para abrir un canal i6nico permitiendo la entrada de cationes

(Ca?" Na*, y K*) lo que resulta en una rapida despolarizacion de la célula.

Por otra parte, la ACh se libera a través de la membrana presinaptica y se difunde a través de
la hendidura sinaptica, tanto en el SNC como en el periférico, donde se une a los nAChR en la

membrana postsinaptica; un segundo después de la liberacion de ACh, la enzima
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acetilcolinesterasa (AChE) hidroliza la ACh en colina y acido acético resultando en la
interrupcion de la funcion de ACh (Figura, 12 A) (Quick y Lester, 2002). Por el contrario, la
nicotina tiene una funcion estimulante prolongada, dado que la AChE no puede hidrolizar
rapidamente la nicotina como la ACh en la hendidura sinéptica (figura 12 B) (Krejci et al.,
2006, Pappano, 2015).
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Figura 13. La acetilcolina y nicotina acttan a traves de receptores nicotinicos de acetilcolina.
A. La ACh estimula y abre los canales ionicos selectivos de cationes nAChR, que son
permeables a Ca?" Na*, y K*, para provocar la despolarizacion de las células diana. Su efecto
es breve ya que tan pronto como la ACh se une a los NAChR, la AChE en la hendidura sinaptica
hidroliza la Ach en colina y &cido acético provocando que los canales idnicos se cierren. B. La
nicotina estimula y abre los canales los canales idnicos selectivos de cationes nAChR para
provocar la despolarizacion de la célula diana. Su efecto es duradero ya que después de unirse
alos nNAChR, no se hidroliza rapidamente para volverse ineficaz como la ACh y, el canal ionico

permanece abierto. Tomado de Alkam y Nabeshima (2019).

La nicotina actla sobre diversas subunidades del nAChR, en la via mesolimbica del refuerzo
estimula las neuronas dopaminérgicas del VTA, liberando inmediatamente dopamina en el
NAc y provocando un efecto reforzador; por lo tanto, el efecto reforzador de la nicotina se
inicia en el VTA, especificamente en los nAChR de las neuronas dopaminérgicas del sistema
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mesolimbico (figura 14) (Nisell et al., 1994; Smolka et al., 2004). También aumenta la
velocidad de activacion de las neuronas dopaminérgicas en el VTA y la sustancia nigra,
realizada a través del subtipo a4 3 2 (Koob y Le Moal, 2006).

La estimulacion de los nAChR centrales por la nicotina da como resultado la liberacion de
dopamina en el cerebro, y otros neurotransmisores que median diversos comportamientos de
la nicotina, como acido y-aminobutirico (GABA), acetilcolina, noradrenalina, serotonina,
glutamato y endorfinas. La dopamina se libera en el &rea mesolimbica, el cuerpo estriado y la
corteza frontal (Dani y De Biasi, 2001; Nestler, 2005). Se ha observado por medio de imagenes
cerebrales que la nicotina aumenta de forma aguda la actividad en la CPF, el tdlamo y el sistema
visual, esto coincide con la activacion de circuitos cerebrales talamicos y de los ganglios
corticobasales (Brody, 2006).

E Dopamine
= Extended Amygdala Circuit
O0—< Interneurons
©O—<£ Opioid Peptides

M Opioid Receplors

B4 Cannabinoid Receptors

M  Nicotine Receptors

bd GABA, Receplors

Figura 14. Seccion sagital de las vias y receptores implicados en las acciones de refuerzo de la
nicotina. La nicotina activa los nAChR en el VTA, NAcc y amigdala, ya sea directa o
indirectamente a través de acciones sobre interneuronas. También puede activar la liberacion
de péptidos opioides en el NAcc o amigdala independientemente del sistema de dopamina.
Corteza frontal (FC), hipocampo (Hippo), nicleo cama de la estria terminal (BNST), nucleo
accumbens (NAcc)/(NAc), palido ventral (VP), amigdala (AMY), area tegmental ventral
(VTA). Tomado de Koob, (2013).

La nicotina inhibe la actividad de la enzima monoaminooxidasa A y B conocida como MAO

del cerebro, con lo que aumenta los niveles de neurotransmisores monoaminérgicos como la
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dopamina y norepinefrina en la sinapsis, por lo que aumentan los efectos de la nicotina y se
facilita la adiccion. En el caso de las ratas la inhibicion de la MAO facilita la adquisicién de la
autoadministracion de nicotina por lo que la inhibicion de la MAO interactla con la nicotina
para reforzar la dependencia (Lewis et al., 2007).

5.6 Nicotina e interaccién social

Las personas fumadoras, principalmente adolescentes, reportan efectos calmantes y reductores
de ansiedad como razones para fumar. Por otro lado, se ha sugerido que el fumar aumenta la
socializacion, pues los fumadores socializan en areas donde se permite fumar; de igual modo,
se respalda el fumar como una ayuda para socializar y; en general, los estudios en humanos

revelan que el contexto social influye en la motivacion para fumar (Martin y Sayette, 2018).

En ratas, se ha informado que la nicotina tiene efectos ansioliticos, particularmente en pruebas
de interaccion social. No obstante, el efecto depende de la dosis, con dosis bajas (0.001-0.1
mg/Kg) hay un efecto ansiolitico y aumenta la interaccion social; por el contrario, con dosis
altas (0.5-1.0 mg/Kg) aparece un efecto ansiogénico y disminuye la interaccion social, después

de 30 minutos de una inyeccion intraperitoneal (File et al., 1998; Irvine, 2001).

El efecto ansiolitico de la nicotina, el desarrollo de tolerancia y abstinencia, estan mediados
por el DRN. En cambio, el efecto ansiogénico esta mediado por el hipocampo dorsal y LS (File
et al., 2000). Asi, por ejemplo, en un estudio en donde se dividieron animales en los grupos
vehiculo o nicotina, y los colocaron en un compartimiento de aislamiento (Iso) o con un
compafiero de juego (Soc), se observo que el grupo con administracion de nicotina (0.01y 0.03
mg/Kg) dedico mas tiempo al compartimiento con un compafiero de juego social (Figura 15).
Estos hallazgos indican que la nicotina y las recompensas sociales interactian de forma
sinérgica en ratas adolescentes generando una mayor recompensa en comparacién con la

administracion separada de cualquiera de estas dos recompensas. (Thiel et al., 2009).
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Figura 15. Nicotina (0.01, 0.03 mg/Kg) y recompensa social. Antes de la prueba (barras

blancas) vs. después de la prueba (barras negras). Tomado de Thiel et al., (2009).

Cheeta et al., (2001) midieron el tiempo de interaccion social (segundos) en ratas aisladas, o

en grupo de 5 individuos, durante 7 dias. Los pardmetros para medir la interaccion fueron:

olfatear, seguir, acicalar a la pareja, boxear y luchar. Después, 30 minutos antes de la prueba

de interaccidn social les administraron diversas dosis de nicotina via subcutanea (0.025, 0.05,

0.1, 0.25, 0.45 mg/Kg) o un vehiculo (agua destilada). En los individuos alojados

individualmente, las dosis de nicotina 0.05, 0.1 y 0.25 mg/Kg aumentaron significativamente

el tiempo dedicado a la interaccion social; en cambio, en los alojados en grupo solo la dosis de

0.025 mg/kg aumento significativamente la interaccion social (figura 16).
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Figura 16. Tiempo medio invertido en interacciéon social. Ratas alojadas individualmente

(barras sombreadas) o en grupos sociales de cinco (barras negras) durante 7 dias y luego
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analizadas 30 minutos después de la inyeccion con vehiculo o (-) nicotina (0,025 — 0,45 mg kg

sc). +, *: diferencias significativas. Tomada de Cheeta., et al. 2001.

Los resultados antes mencionados sugieren que un periodo de aislamiento social en la edad
adulta puede afectar la respuesta a la nicotina. Sin embargo, en ambos alojamientos (en
aislamiento o en grupo) la nicotina tiene efectos ansioliticos aumentando la interaccién social
(Cheeta et al., 2001).
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6 JUSTIFICACION

El laboratorio de plasticidad cerebral ha reportado recientemente que la separacion materna
reduce la interaccién social en ratas. Se ha reportado que la nicotina aumenta la interaccion
social. De ahi que el laboratorio esta interesado en investigar los efectos de la nicotina sobre
los déficits conductuales provocados por la separacion materna. El estudio es importante
porque, como se ha mencionado anteriormente, contribuird con informacion para comprender
las posibles explicaciones sobre la conexion entre relaciones maternas deficientes, o
negligentes, y la manifestacion de enfermedades neuropsiquiatricas, como las conductas
antisociales y las adicciones. Mas aun, en etapas posteriores, podria contribuir al desarrollo de
politicas sociales y estrategias para reducir el consumo de drogas y mejorar el bienestar social,
conductual, psicologico y fisiologico mediante intervenciones focalizadas en la identificacion

y prevencion en grupos con alta vulnerabilidad a través de la investigacion cientifica.
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7 HIPOTESIS

La administracion de nicotina reduce efectos nocivos generados por la separacion materna ante

la interacciodn social, aumentando la socializacion en la adultez.

8 OBJETIVOS

8.1 General:
Evaluar los efectos de la nicotina sobre la interaccion de novedad social en ratas macho

juveniles sometidas a separacion materna.

8.1.1 Especificos:
e Analizar la conducta social de ratas macho juveniles con separacion materna.
e Analizar la conducta social de ratas macho juveniles con separacion materna y

administracién de nicotina.
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9 METODO

9.1 Animales, alojamiento y manipulacion

Se utilizaron 24 ratas macho Wistar de 53 dias de edad (juveniles), se obtuvieron por medio de
cruzas controladas para tener conocimiento sobre su camada de procedencia. Los animales
estuvieron alojados en el bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)
de la Universidad Auténoma del Estado de México (UAEMEeéx). Se mantuvieron en condiciones
de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Se alojaron en cajas
individuales de bioterio estandar (polipropileno de 25 cm de ancho, 40 cm de largo y 15 cm de
alto) con tapa de acero inoxidable con cama de viruta de madera. La limpieza de jaulas se
realizaba 3 veces a la semana desde el inicio al final del experimento y se les colocaba agua y
alimento ad libitum. Se mantuvo un ciclo de luz-oscuridad de 12:12, la luz se encendia a las
9:00 pmy se apagaba a las 9:00 am, si se requeria iluminacién durante la fase oscura se utilizaba
un foco de luz roja. Se mantuvo una temperatura de 20°C a 26°C y una humedad relativa de
40% a 50%.

Se dividieron en 8 grupos de los cuales a 4 grupos se les realizé separacion materna desde el
dia postnatal 1 al 21, después del cual se alojaron individualmente las crias en cajas de bioterio
estandar hasta el dia 53 postnatal. Solo se ocuparon machos para el experimento. El dia 53 se

llevaron a cabo pruebas de novedad social.

9.1.1 Grupos
Se ocuparon un total de 24 animales divididos en 4 grupos los cuales fueron expuestos a

distintos cuidados maternos, tratamiento y a una prueba de novedad social (Tabla 2).
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Tabla 2. Grupos experimentales.

n Tratamiento Dosis Estimulacion Prueba Siglas
neonatal

6  Vehiculo 1 mL/Kg agua Cuidado materno Novedad Vh-CM
inyectable IP social

5  Vehiculo 1 mL/Kg agua Separacion materna Novedad Vh-SM
inyectable IP social

7 Nicotina 0.0075 mg/Kg IP Cuidado materno Novedad N-CM
social

6 Nicotina 0.0075 mg/Kg IP  Separacion materna Novedad N-SM
social

9.1.2 Registro de peso

Las ratas se pesaron cada tercer dia después del dia 3 postnatal (dias 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21 y 53 postnatales), las ratas se colocaban en un contenedor de plastico sobre una bascula
eléctrica. Después de pesar a un individuo el contenedor se limpiaba con cloro al 10%, alcohol

al 70% y todas las crias eran manipuladas con guantes.

9.2 Pruebas y estimulaciéon

Las pruebas de novedad social se llevaron a cabo en el bioterio de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Autonoma del Estado de México
(UAEMEX) el dia 53 postnatal y se realizaron con iluminacion roja. El procedimiento para la
separacion materna y la descripcion del area para las pruebas de investigacion social se

describen a continuacion.

9.2.1 Separacion materna
La separacion materna se realizé de acuerdo con Wang et al. (2015) y Mejia-Chavez et al.

(2021), consistio en separar las crias de sus madres 4 horas al dia (9:00h-13:00h) durante la
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fase de oscuridad del ciclo de luz, desde el dia 1 al 21 postnatal. En el tiempo de separacion las
crias se colocaron en cajas de bioterio estandar con viruta limpia, en grupos minimo de 4
individuos para mantener su temperatura corporal. Pasado el tiempo de separacion las crias se

devolvieron a la jaula con su madre.

9.2.2 Area de prueba

El area para las pruebas de novedad social se realiz6 de acuerdo con Gémez-Gémez et al.
(2019). Consisti6 en una jaula de policarbonato de 45 cm? de largo, 25 cm? de ancho y 20 cm?
de alto, con una malla metalica con celdas de 0.5 cm? como tapa de la jaula y en medio de la
jaula una malla metalica con celdas de 1.3 cm? (Figura 17), esta malla tenia la funcion de evitar
el contacto cuerpo a cuerpo y agresivo entre los individuos, pero sin impedir el olfateo y el
contacto con las vibrisas y las patas.
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Figura 17. llustracién del area de prueba.

9.2.3 Habituacion del &rea de prueba

La habituacion de los individuos se llevo a cabo el dia 52 postnatal (un dia antes de las pruebas
de novedad social) de los grupos. Esta consistié en colocar a cada individuo por separado en la
jaula de la prueba por 30 minutos. Pasado el tiempo de habituacion se regresaban a su
respectiva jaula. Para evitar la impregnacion de olores de otros individuos en la jaula y las
mallas se limpiaron con jabon, cloro al 10%, y alcohol al 70%, y se coloco viruta limpia, esto

se realizo después de cada habituacion.
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9.2.4 Prueba de investigacion social

Las pruebas de investigacion social se realizaron el dia 53 postnatal entre las 10:00 h-13:00 h,
durante la fase oscura del ciclo de luz con luz roja. Una rata era colocada en la jaula y del otro
lado de la malla se encontraba un individuo novedoso (de diferente camada) de la misma edad
y sexo (Figura 18). Se dejaron interactuar durante 10 minutos, las pruebas eran grabadas para
posteriormente analizar la conducta. Después de cada prueba se realizaba la limpieza de la jaula
y mallas con jabon, cloro al 10%, y alcohol al 70% y se colocé viruta limpia para evitar la

impregnacién de olores de otros individuos en la jaula.

Figura 18. llustracion del area de prueba. Figura por el autor creada en BioRender.com.

9.3 Dosis vehiculo

Se inyect6 1 ml/kg de agua destilada via intraperitoneal (IP) a los grupos vehiculo 15 minutos
antes de la prueba de novedad social. La inyeccion se coloca en la cavidad peritoneal, que se
ubica en el cuadrante inferior del abdomen en un &ngulo de ~10°, para evitar la perforacion o
lesion de Organos internos y peritonitis.

9.4 Dosis de nicotina

Se administro 0.0075 mg/kg de nicotina en polvo en un volumen de 1 ml/kg de agua destilada
via intraperitoneal (IP) a los grupos con nicotina 30 minutos antes de la prueba de novedad
social.
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9.5 Procedimiento para los grupos

9.5.1 Vehiculo-Cuidado materno

Del 1 al 21 dia postnatal las ratas permanecieron con su madre, en el dia 21 postnatal fueron
alojadas en cajas individuales de bioterio estandar con comida y agua ad libitum. Las pruebas
de novedad social se llevaron a cabo en el dia 53 postnatal. Se les inyectd de forma
intraperitoneal 1 ml/kg de agua destilada y 15 minutos después se realizaron las pruebas. Se
colocé una rata de cada lado de la caja durante 10 minutos y se registro la conducta. Terminada
la prueba fueron regresadas a sus jaulas durante aproximadamente 1 hora, pasado el tiempo se

sacrificaron y se realiz6 una perfusion transcardial para la extraccion del cerebro (Figura 19).
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Figura 19. llustracion del procedimiento para el grupo Vh-CM-NS. Figura por el autor.

9.5.2 Vehiculo-Separacion materna

Del dia 1 al 21 dia postnatal las ratas fueron separadas de su madre 4 horas al dia (9:00 h-13:00
h). En el dia 21 postnatal fueron alojadas en cajas individuales de bioterio estdndar con comida
y agua ad libitum. Las pruebas de novedad social se llevaron a cabo en el dia 53 postnatal. Se
les inyectd de forma intraperitoneal 1 ml/kg de agua destilada y 15 minutos después se
realizaron las pruebas. Se coloc6 una rata de cada lado de la caja durante 10 minutos y se
registr0 la conducta. Terminada la prueba fueron regresadas a sus jaulas durante
aproximadamente 1 hora, pasado el tiempo se sacrificaron y se realiz6 una perfusion

transcardial para la extraccion del cerebro (Figura 20).
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Figura 20. llustracion del procedimiento para el grupo Vh-SM-NS. Figura por el autor.
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9.5.3 Nicotina-Cuidado materno

Del 1 al 21 dia postnatal las ratas permanecieron con su madre, en el dia 21 postnatal fueron
alojadas en cajas individuales de bioterio estandar con comida y agua ad libitum. Las pruebas
de novedad social se llevaron a cabo en el dia 53 postnatal. Se les inyectd de forma
intraperitoneal 0.0075 mg/kg de nicotina y 30 minutos después se realizaron las pruebas. Se
colocé una rata de cada lado de la caja durante 10 minutos y se registro la conducta. Terminada
la prueba fueron regresadas a sus jaulas durante aproximadamente 1 hora, pasado el tiempo se

sacrificaron y se realiz6 una perfusion transcardial para la extraccion del cerebro (Figura 21).
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Figura 21. llustracién del procedimiento para el grupo N-CM-NS. Figura por el autor.

9.5.4 Nicotina-Separacidén materna

Del dia 1 al 21 dia postnatal las ratas fueron separadas de su madre 4 horas al dia (9:00 h-13:00
h). En el dia 21 postnatal fueron alojadas en cajas individuales de bioterio estandar con comida
y agua ad libitum. Las pruebas de novedad social se llevaron a cabo en el dia 53 postnatal. Se
les inyectdé de forma intraperitoneal 0.0075 mg/kg de nicotina y 30 minutos después se
realizaron las pruebas. Se colocé una rata de cada lado de la caja durante 10 minutos y se
registré la conducta. Terminada la prueba fueron regresadas a sus jaulas durante
aproximadamente 1 hora, pasado el tiempo se sacrificaron y se realiz6 una perfusion
transcardial para la extraccion del cerebro (Figura 22).
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Figura 22. llustracion del procedimiento para el grupo N-SM-NS. Figura por el autor.
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9.6 Analisis de la conducta

Se analizaron los videos y se registraron las conductas sociales que fueron: investigacion
social, exploracién ambiental/rearing, acercamientos, acicalamiento, latencia y el intento por
traspasar la malla. Los parametros establecidos para el andlisis de las diferentes conductas se

muestran en la Tabla 3.

9.6.1 Analisis estadistico

Para analizar los datos del peso se utilizo un modelo lineal mixto, los modelos de efectos mixtos
permiten el analisis de datos de medidas repetidas y también la estimacion de parametros fijos
y la especificacion de efectos aleatorios. Ademads, permiten manejar efectivamente datos
perdidos y permiten la inclusion de predictores continuos y categoricos en el mismo analisis.
Posteriormente se realiz6 una prueba post hoc de Tukey con un valor de p<0.05 para determinar

la diferencia entre grupos.

Para evaluar la distribucién de los datos se utiliz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
(P>0.05), cuando los datos no cumplieron la normalidad se procedié a una transformacion de
los datos. Para los valores de las variables conductuales se analizardn mediante una ANOVA
de dos vias (P<0.05) considerando como factores el cuidado (CM/SM) y el tratamiento (Vh/N).
Se hara una prueba de Levene para evaluar la homocedasticidad de varianzas (P>0.05) y
cuando los resultados sean significativos se procedera a realizar una prueba post hoc de Tukey
para obtener el valor de la media y error estandar de la media, asi como el contraste entre los
grupos que presentaron diferencias significativas. Todos los valores se presentaran como media
+ ESM.

El andlisis estadistico se realiz6 con ayuda del programa R (RCore Team. 2023; RStudio Team,

2023). Las graficas se realizaron con el programa GraphPad Prism 8.0.2 (263).
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Tabla 3. Etograma de las conductas analizadas en la prueba de novedad social.

Conducta

Significado

Descripcion

Investigacion social

Exploracién ambiental

Acercamientos

Acicalamiento

Latencia

00:0000
o0 e

Intento de traspaso

Le proporciona a los animales
informacién sobre un individuo
de interés. Es el paso antes del
acercamiento. Involucra
principalmente el olfato
(investigacion olfativa) y el tacto
(investigacion tactil).

La exploracion sirve para
proporcionar informacion de su
entorno al animal, y para
localizar articulos o individuos
en el entorno. Un
comportamiento clasico
exploratorio es el rearing.

Numero total de veces que el
roedor se acerca al individuo
novedoso (Mejia-Chavez et al.,
2021).

El acicalamiento en roedores es
un comportamiento tipico e
innato para mantener la limpieza
de la piel y el pelaje en
condiciones normales/saludables
o de estrés (Shiota et al., 2016)

Tiempo hasta que ocurre la
interaccion social (Mejia-Chavez
etal., 2021).

Medida del esfuerzo para cruzar
la barrera (Berridge, 2004).

Olfateo: Movimientos rapidos de
contraccion con la nariz en posicion
elevada o en contacto con el otro
individuo.

Whisking: Con las vibrisas el roedor
toca o roza rapidamente el individuo
novedoso.

Rearing: El animal se para sobre sus
patas traseras para explorar el area
(Lever et al., 2006). Camina alrededor
del entorno, trepa sobre los bordes de la
caja, olfatea, extiende o mueve la
cabeza.

El roedor se acerca al individuo
novedoso y posteriormente y realiza
algunas conductas como olfatear, o
contacto con vibrisas (Mejia-Chavez et
al., 2021).

El roedor realiza caricias o rascado con
las patas cerca de la nariz (aseo de patas
y nariz), desde las vibrisas hasta debajo
de los ojos con una pata (aseo facial),
movimientos hacia atrds y hacia arriba
con ambas patas (cepillado de la
cabeza) y lamido general del cuerpo e
incluso de la cola y genitales (Kalueff et
al., 2018).

El roedor se acerca por primera vez al
individuo novedoso (tiempo) (Mejia-
Chavez et al., 2021).

El roedor intenta pasar al otro lado de la
malla con el individuo novedoso. Trepa
sobre la malla, la muerde o empuja,
rasca la viruta cerca de la malla (Mejia-
Chavez et al., 2021).

La descripcion y el significado de las conductas de investigacion social y exploracion

ambiental/rearing se obtuvieron de Stanford’s University Mouse Ethogram. Ilustraciones

creadas en BioRender.com por el autor.
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10 RESULTADOS

10.1 Peso

Se observo un menor peso en los individuos con SM desde los primeros dias (Figura 24). No
obstante, de acuerdo a la prueba post hoc de Tukey, los dias donde hubo diferencias
significativas en el peso entre CM y SM fueron: dia 11 (17.067+0.031 g vs. 15.877+0.031 g;
p=0.0123), 13 (22.026+0.034 g vs. 18.442+0.034 g; p<0.0001), 15 (25.270+0.033 g vs.
21.616+0.033 g; p<0.0001), 17 (28.577+0.034 g vs. 24.052+0.034 g; p<0.0001), 19
(30.903+0.032 g vs. 27.468+0.032 g; p<0.0001), 21 (37.864+0.037 g vs. 29.269+0.037 ¢;
p<0.0001) y 53 (219.630+0.032 g vs. 192.160+0.032 g; p<0.0001) (Figura 23).
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Figura 23. Aumento de peso (g) del dia postnatal (DPN) 3 al 53. Se muestra el aumento de
peso registrado cada tercer dia hasta el DPN 21y luego hasta el dia del de la prueba de novedad
social (DPN 53). Los datos se muestran como la media + ESM. “***°p < (0.001 “**’p < 0.01
“°p < 0.05.

Figura 24. Ratas experimentales en el dia 5. A) Cuidado materno (CM), B) Separacién materna
(SM).
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10.2 Investigacién social

De acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilk, los datos de investigacion social mostraron una
distribucion no normal (p=0.01916). Posteriormente, la prueba de Levene mostrd
homocedasticidad de varianzas entre los grupos (p=0.306) sin transformacion de los datos. La
prueba de ANOVA report6 un efecto significativo del Cuidado (F(1,20)=72.15, p=4.56e-8) del
Tratamiento (F(1,20)=93.76, p=5.42e-09) y una interaccién entre Cuidado y Tratamiento
(F(1,20)=12.72, p=0.00193). Luego la prueba post hoc de Tukey mostrd que existen diferencias
significativas entre los grupos 1) CM-N (179.1+6.41 s) y SM-N (142.3+6.92 s; p=0.0046), 2)
entre los grupos CM-N (179.1+6.41 s) y CM-Vh (134.5+6.92 s; p=0.0007), 3) entre los grupos
CM-N (179.1+6.41 s) y SM-Vh (48.1+7.59 s; p<0.0001), 4) entre los grupos SM-N
(142.3+6.92 s) y SM-Vh (48.1+7.59 s; p<0.0001), y 5) entre CM-Vh (134.5+6.92 s) y SM-Vh
(48.1+7.59 s; p<0.0001) (Figura 25).
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Figura 25. Tiempo promedio de investigacion social. En la grafica se muestra el tiempo
promedio (segundos) que los individuos pasaron investigando al individuo novedoso durante
los primeros 5 minutos de la prueba de novedad social. Cuidado materno-Vehiculo (CM-Vh),
Cuidado materno-Nicotina (CM-N), Separacion materna-Vehiculo (SM-Vh), Separacion
materna-Nicotina (SM-N). Los datos se presentan como la media + ESM. “***°p <0.001 “**’p
<0.01 “*p <0.05.
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10.3 Exploracion ambiental

La prueba de Shapiro-Wilk mostré que los datos de exploracién ambiental no presentaban una
distribucion normal (p=0.02935), por lo que se utilizé una transformacion logaritmica de los
datos. Posteriormente, la prueba de Levene mostr6 homocedasticidad de varianzas entre los
grupos (p=0.802) con los datos transformados. La prueba de ANOVA reportd un efecto
significativo del Cuidado (F(1,20)=19.08, p=0.000297), un efecto significativo del
Tratamiento (F(1,20)=15.56, p=0.000800) y una interaccion entre ambos factores
(F(1,20)=21.18, p=0.000173). La prueba post hoc de Tukey demostro diferencias significativas
entre los grupos 1) CM-N (1.93+0.0268 s) y SM-Vh (2.20+0.0318 s; p<0.0001), 2) entre los
grupos SM-N (1.94+0.0290 s) y SM-Vh (2.20+0.0318 s; p<0.0001) y 3) entre los grupos CM-
Vh (1.92+0.0290 s) y SM-Vh (2.20+0.0318 s; p<0.0001) (Figura 26).
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Figura 26. Tiempo promedio de exploracion ambiental. En la grafica se muestra el tiempo
promedio (segundos) que los individuos pasaron explorando el &rea de prueba durante los
primeros 5 minutos de la prueba de novedad social. Cuidado materno-Vehiculo (CM-Vh),
Cuidado materno-Nicotina (CM-N), Separacion materna-Vehiculo (SM-Vh), Separacién
materna-Nicotina (SM-N). Los datos se presentan como la media + ESM. “***°p <(.001 “**’p
<0.01 “*’p <0.05.
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10.4 Acercamientos

De acuerdo con la prueba de Shapiro Wilk, los datos del numero total de acercamientos
mostraron una distribucion no normal (p= 0.00221). La prueba de Levene mostrd
homocedasticidad de varianzas entre los grupos (p=0.626) sin transformacion de los datos. La
prueba de ANOVA indicé un efecto significativo del Cuidado (F(1,20)=10.46, p=0.004161),
del tratamiento (F(1,20)=22.03,p=0.000139), y una interaccién entre ambos factores
(F(1,20)=10.21, p=0.004550). La prueba post hoc de Tukey demostré que existen diferencias
significativas en el nimero de acercamientos entre los grupos 1) CM-N (19.1+0.862) y SM-Vh
(11.2+1.020; p<0.0001), 2) entre los grupos SM-N (18.8+0.931 acercamientos) y SM-Vh
(11.2+1.020 acercamientos; p=0.0001) y 3) entre CM-Vh (17.5+0.931 acercamientos) y SM-
Vh (11.2+1.020 acercamientos; p=0.0010) (Figura 27).
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Figura 27. Namero total de acercamientos. En la grafica se muestra el promedio del nimero
de acercamientos con el individuo novedoso que presentaron durante los primeros 5 minutos
de la prueba de novedad social. Cuidado materno-Vehiculo (CM-Vh), Cuidado materno-
Nicotina (CM-N), Separacion materna-Vehiculo (SM-Vh), Separacion materna-Nicotina (SM-

N). Los datos se presentan como la media + ESM. “***’p < (0.001 “**’p <0.01 “*’p <0.05.
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10.5 Acicalamiento

La prueba de Shapiro-Wilk mostrd una distribucion normal (p=0.2746). De igual manera, la
prueba de Levene mostré homocedasticidad de varianzas entre los grupos (p=0.710). Por su
parte, la ANOVA mostré que no hubo un efecto significativo del Cuidado (F(1,20)=2.588,
p=0.123332), y tampoco hubo interaccion entre los factores Cuidado y Tratamiento
(F(1,20)=0.623, p=0.439025); pero, si hubo un efecto significativo del Tratamiento
(F(1,20)=16.198, p=0.000664). La prueba post hoc de Tukey indic6 la existencia de diferencias
significativas entre los grupos 1) SM-N (11.02+1.48 s) y CM-Vh (2.71+1.48 s; p=0.0038), y
2) entre los grupos SM-N (11.02+1.48 s) y SM-Vh (3.78+1.62 s; p=0.0171) (Figura 28).
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Figura 28. Tiempo promedio de acicalamiento. En la gréafica se muestra el tiempo promedio
(segundos) que los individuos pasaron acicalandose durante los primeros 5 minutos de la
prueba de novedad social. Cuidado materno-Vehiculo (CM-Vh), Cuidado materno-Nicotina
(CM-N), Separacion materna-Vehiculo (SM-Vh), Separacion materna-Nicotina (SM-N). Los
datos se presentan como la media + ESM. “***°p < 0.001 “**’p <0.01 “*’p <0.05.
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10.6 Latencia

De acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilk, los datos del tiempo de latencia no fueron normales
(p=4.023e-05) por lo que se utiliz6 una transformacion a raiz cuadrada de los datos. La prueba
de Levene indicdé homocedasticidad de varianzas entre los grupos (p=0.318) con la
transformacion de los datos. La prueba ANOVA mostrd un efecto significativo del Cuidado
(F(1,20)=60.6, p=0.021), un efecto significativo del Tratamiento (F(1,20)=120.1, p=4.36e-05),
y unarelacién entre ambos factores (F(1,20)=126.9, p=3.31e-06). La prueba post hoc de Tukey
indico que existen diferencias significativas entre los grupos 1) CM-N (0.96+0.157 s) y SM-
Vh (2.466+0.186 s; p<0.0001), también 2) entre los grupos SM-N (0.40+0.170 s) y SM-Vh
(2.466+0.186 s; p<0.0001) y 3) entre los grupos CM-Vh (0.856+0.170 s) y SM-Vh
(2.466+0.186 s; p<0.0001) (Figura 29).
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Figura 29. Tiempo promedio de latencia. En la grafica se muestra el tiempo promedio
(segundos) que los individuos tardaron en acercarse por primera vez al individuo novedoso
durante los primero 5 minutos de la prueba de novedad social. Cuidado materno-Vehiculo
(CM-Vh), Cuidado materno-Nicotina (CM-N), Separacion materna-Vehiculo (SM-Vh),
Separacidén materna-Nicotina (SM-N). Los datos se presentan como la media + ESM. “***’p <
0.001 “**’p <0.01 “*’p <0.05.

56



10.7 Intento de traspaso

La prueba de Shapiro-Wilk mostré una distribucion normal (p=0.1441). La prueba de Levene
indic6 que hay homocedasticidad de varianzas entre los grupos (p=0.0138). La prueba de
ANOVA mostré que no hubo un efecto significativo del Cuidado (F(1,20)=1.06, p=0.316) y
un efecto significativo del Tratamiento (F(1,20)=30.71, p=2e-05) y no hay una interaccion
entre los factores Cuidado y Tratamiento (F(1,20)=0.00, p=0.997). La prueba post hoc de
Tukey indico que existen diferencias significativas entre el grupo 1) CM-N (11.49+5.64 s) y
CM-Vh (45.37+6.10 s; p=0.0043), 2) entre los grupos CM-N (11.49+5.64 s) y SM-Vh
(39.34+6.68 s; p=0.0089), 3) entre los grupos SM-N (5.41+6.10 s) y CM-Vh (45.37+6.10 s;
p=0.0039), y 4) entre los grupos SM-N (5.41+6.10 s) y SM-Vh (39.34+6.68 s; p=0.0078)
(Figura 30).
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Figura 30. Tiempo promedio de intento de traspaso. En la grafica se muestra el tiempo
promedio (segundos), que los individuos intentaron traspasar la malla hacia el individuo
novedoso durante los primero 5 minutos de la prueba de novedad social. Cuidado materno-
Vehiculo (CM-Vh), Cuidado materno-Nicotina (CM-N), Separacion materna-Vehiculo (SM-
Vh), Separacion materna-Nicotina (SM-N). Los datos se presentan como la media + ESM.
ek < (0.001 “**Fp < 0.01 “*7p < 0.05.
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11 DISCUSION

11.1 Peso

Los resultados confirman que la separacion materna influye negativamente sobre el peso de las
crias. Estos resultados se encuentran en linea con estudios previos realizados por otros grupos
de investigacion (Mclntosh et al., 1999; Iwasaki et al., 2000; Litvin et al., 2010).

El peso corporal de las ratas con separacion materna fue menor que el de las ratas sin separacion
materna a partir del DPN 11 (Figura 23). De manera similar, Iwasaki et al. (2000), reportaron
que ratas macho y hembras con SM presentaron menor peso después del destete en
comparacién con las ratas control. Sin embargo, después de las 12 semanas, las ratas criadas
con SM presentan un rebote y llegan a exhibir el mismo peso, 0 mayor que las ratas control.

En el mismo sentido, ratas de ambos sexos separadas por 3 horas presentan menor peso hasta
el DPN 21 a comparacion de ratas que solo se separaron 15 minutos y sin separacion materna
(Mclntosh et al., 1999). Tomando en cuenta estos Ultimos datos, se puede observar que a
medida que aumenta el tiempo de separacion materna, también aumenta la pérdida de peso. En
consonancia con estos resultados, nuestro estudio revelé que la SM de 4 horas también resultd

en menor peso de los individuos.

De manera interesante, en un patron similar a lo observado en nuestros resultados, un tiempo
de separacion materna de 6 horas mostr6 que no existen diferencias de pesos en los primeros
dias postnatales. Sin embargo, después de 2 semanas los grupos con SM de 6 horas empiezan
ganar peso mas lentamente y, por lo tanto, a presentar un menor peso en comparacion con los

grupos control y de separacién por 15 minutos (Lundberg et al., 2017).

Sin embargo, existen inconsistencias en el efecto de la separacion materna sobre el peso. En
este sentido, se ha reportado que solo existe un menor peso en los dias postnatales 2-13, y
posteriormente es igual al de los grupos control (Litvin et al., 2010). Por su parte, Slotten et
al., (2006), encontraron que no existen diferencias en el peso de ratas cuando son separadas de
la madre por 3 horas en comparacion con el grupo control, incluso, en los DPN 60 y 90, ratas
con SM pesaban mas que las control. Asi mismo, Gracia-Rubio et al. (2016), reportaron que la

SM de 8 horas del DPN 6-16 en ratones, no provoco ningun efecto sobre el peso de ratas. Sin
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embargo, esta variabilidad en resultados se puede deber a los diferentes procedimientos y

modelos empleados, el tipo de cepa, y duracidn de la separacion.

Una explicacién a la disminucién del peso podria ser que la SM por més de 2 horas disminuye
los niveles de la hormona del crecimiento. Por lo tanto, afectaria el desarrollo de los individuos
durante este periodo critico de crecimiento. Asi también, las manipulaciones tempranas afectan
las interacciones madre-cria y la disponibilidad de leche materna (Meaney et al., 1993; Vallée
et al., 1996). Ademas, se ha observado que estimulos que inducen estrés leve crénico e
impredecible (CUMS) (ej. privacion de agua, inversion del ciclo de luz, inclinacion de la jaula),
mas la SM, tienden a disminuir ain mas el peso que la SM por si sola. Mas aln, se ha observado
que la combinacion de ambos factores induce un comportamiento similar a la depresion, siendo

la pérdida de peso uno de los sintomas (Huang et al., 2021).

Otra posible explicacion es que, al estar separados de su madre, los animales entran en una leve
hipotermia, provocando un aumento en los niveles de hormonas tiroideas (tiroxina) y
mejorando el metabolismo de las grasas, induciendo asi una pérdida de peso (d'Amore et al.,
1995). Ademés, la SM también afecta reguladores de la ingesta de alimentos (leptina,
neuropéptido Y, pro-opiomelanocortina y serotonina), disminuyendo el apetito y la ingesta de

alimentos (de Souza et al., 2020).

11.2 Investigacion social

La interaccién social es mas gratificante y con mayor frecuencia en individuos jovenes
(Goméz-Gomez et al, 2019). Sin embargo, los resultados de nuestro estudio muestran que la
SM disminuyo el tiempo de investigacion social (Figura 25). En este sentido, se ha reportado
que la SM reduce la motivacién de participar en actividades placenteras (Huot et al., 2001;
Birn et al., 2017). Ademas, la disminucion del tiempo de interaccion con un individuo
novedoso podria estar relacionado con el aumento de ansiedad y estrés inducidos por la SM,

durante una interaccion o novedad social (Campos et al., 2013).

Contrario a nuestros hallazgos, existen estudios indicando que la SM no afecta la conducta
social. Por ejemplo, Kambali et al. (2019), encontraron que ratas sometidas a SM de 6 horas,
del DPN 4-14, no muestran diferencias en el tiempo de investigacion social en comparacién

con el grupo control. No obstante, existen otros estudios que si reportan una reduccién del
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tiempo de investigacion social (Lee et al., 2019; Houwing et al., 2019; Mejia-Chavéz et al.,
2021)

Por ejemplo, Girardi et al. (2014), reportaron una disminucion en el tiempo de investigacion
social en individuos sometidos a una SM de 22 horas en el DPN 10. Por su parte, Mejia-Chavez
et al. (2021), encontraron una reduccion en el tiempo de investigacion social, al realizar SM
del dia 1-21 postnatal durante 4 horas. De este modo, nuestros resultados replican el resultado
de la metodologia, es decir, el procedimiento de separacion materna y la prueba de interaccion
social. Por lo tanto, las diferencias en los resultados de los otros estudios podrian atribuirse al

procedimiento y tiempo de SM empleado, la edad y la cepa.

Por ello, el grupo con SM y administracion de nicotina presenté un tiempo mayor de
investigacion social a comparacion del grupo con separacion materna sin nicotina, aungue no
fue mayor que el tiempo de investigacion social invertido por aquellos individuos criados con
CM y administracion de nicotina (Figura 25). Estos resultados sugieren que: 1) la nicotina
aumenta significativamente el interés social, tanto en individuos con CM como en aquellos con
SMYy 2) la nicotina reestablece la curiosidad social a niveles basales en individuos con déficits

sociales.

Los resultados concuerdan con estudios anteriores, en donde la interaccion social aumenta al
administrar una baja dosis de nicotina (0.05, 0.1, 0.25 mg/Kg), tanto en ratas que han
permanecido en aislamiento como en las que han sido alojadas en grupo, pero disminuye con
dosis altas de nicotina (0.45 mg/Kg) (Cheeta et al., 2001). Cabe sefialar que el tiempo entre la
administracion de nicotina y la prueba de interaccion social es importante, pues se ha
demostrado la interaccion social disminuye 5 minutos después de la inyeccion de nicotina y
aumenta después de los 30 minutos (Irvine et al.,1999). En nuestro estudio, se administré una
dosis baja (0.075 mg/kg) y la prueba de interaccion se realiz6 30 minutos después de la
administracion de nicotina; por lo tanto, se podria sugerir que observamos la fase de mayor
aumento en el tiempo de investigacion social. Es muy probable que este aumento sea
consecuencia de un efecto ansiolitico de la nicotina, pues algunos estudios han reportado que
la nicotina disminuye la ansiedad (File et al., 1998, Cheeta et al., 2001).

Se ha demostrado que la separacion materna afecta la capacidad de algunos nucleos cerebrales

como la mPFC, NAc, PVN y MeA, éareas implicadas en la conducta social y sistema de
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recompensa, lo que tendria consecuencias en la motivacion social (Mejia-Chavez et al., 2021).
Sumando lo anterior, se ha observado que la SM también afecta el sistema de serotoninérgico
y provoca disfuncion del sistema central dopaminérgico (He et al., 2020), consistente con una
disminucion en el interés de interactuar con un individuo novedoso. Sin embargo, la nicotina
aumenta la liberacién de serotonina en la corteza cerebral y el hipotdlamo (Seth et al., 2002).
Igualmente, libera dopamina en el NAc a través de la estimulacion de neuronas dopaminérgicas
del VTA (Molero et al., 2005). Por lo tanto, la estimulacion del sistema serotoninérgico y
dopaminérgico inducida por la nicotina podria estar detrads del aumento de la investigacion

social.

11.3 Exploracion ambiental

Los resultados muestran que la SM aumentd la exploracion ambiental, evidenciando un
aumento en el tiempo dedicado al desplazamiento y exploracion del entorno, pero una
disminucion en el tiempo dedica a investigar al individuo novedoso. Sin embargo, con la
administracion de nicotina, se observo que la exploracion del ambiente disminuy6 y el tiempo

investigando al individuo novedoso aument6 (Figura 26).

Generalmente, los estudios que involucran la SM evaltan el comportamiento exploratorio o
actividad locomotora mediante pruebas de campo abierto. En este sentido, algunos estudios
han reportado que la SM disminuye la exploracion ambiental (Girardi et al., 2014; Bondar et
al., 2018; Scopano et al., 2023). No obstante, algunos han reportado que la SM aumenta la
actividad locomotora y comportamientos defensivos-exploratorios (Wang et al., 2015; Wang
et al., 2020).

En modelos animales, la disminucion en el tiempo de exploracion de un ambiente novedoso
puede interpretarse como un aumento en el nivel de miedo y, en el caso de un aumento en el
tiempo de exploracion, se atribuye a una mayor estimulacién en comparacion con una
condicion estandar (Modlinska et al., 2018). Por lo tanto, el hecho de que los animales con SM
aumenten el tiempo de exploracion ambiental, pero disminuyan el tiempo de investigacion
social, sugiere que la SM provocd mayor interes por explorar el area de prueba, a pesar de
haber sido sometidas a una habituacion de 30 minutos un dia antes de la prueba de novedad

social.
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El efecto estimulante de la nicotina depende de la edad, ya que aumenta la locomocion en ratas
adolescentes y la reduce en la edad adulta (Cao et al., 2010). No obstante, esto sucede cuando
no compite contra otro estimulo, como un individuo novedoso. Se ha observado que una dosis
de nicotina de 0.5 mg/Kg aumenta la actividad locomotora, pero una dosis de 0.2 mg/Kg no
produce ningun efecto; por el contrario, una dosis de 0.8 mg/Kg disminuye las medidas de
exploracién en general. Por consiguiente, una dosis alta de nicotina podria reducir el miedo o

ansiedad del animal y dosis bajas aumentan la curiosidad en un entorno nuevo (Lee, 1985).

11.4 Acercamientos

El nimero de acercamientos del grupo con SM y administracion de nicotina (SM-N) fue mayor
a comparacion del grupo con separacion materna y administracion del vehiculo (SM-Vh)
(Figura 27), esto sugiere que la nicotina aumenta el nimero de acercamientos en ratas con SM

en comparacion con el grupo SM-Vh que disminuye el niUmero de acercamientos.

El aumento en el nimero de acercamientos en el grupo con nicotina podria atribuirse a que las
ratas adolescentes son més sensibles a los efectos gratificantes de la nicotina y menos sensibles
a los efectos aversivos. De igual modo, son més sensibles al efecto ansiolitico de la nicotina,
por lo que pudo haber aumentado los acercamientos al conespecifico novedoso (Shram et al.,
2006). La interaccion social en ratas adolescentes disminuye los niveles de CORT inducidos
por la novedad, por lo que los efectos gratificantes de la sociabilidad mejoran los efectos
gratificantes de la nicotina aumentando la interaccién y por ende los acercamientos (Thiel et
al., 2009).

Sin embargo, un estudio demostro que la nicotina provoca una disminucion tanto en el nimero
de acercamientos sociales, como en el tiempo del acercamiento en ratas. Cabe sefialar que, esta
disminucion podria estar asociada al empleo de una dosis alta de nicotina (0.6 mg/kg)

(Pentkowski et al., 2011), lo cual podria explicar inconsistenticas con nuestros resultados.

Por su parte, los datos del grupo que solo experimentd SM concuerdan con los resultados de
otros estudios (Endo et al., 2021; Mejia-Chavez et al., 2021; Rombaut et al., 2023), en donde
la separacion materna reduce el numero de acercamientos sociales. Por ejemplo, un estudio
reportd que la SM realizada del DPN 2 al 21 durante 3 horas al dia disminuy6 el nimero de

acercamientos, a comparacion de un grupo con SM de 15 minutos 3 veces al dia (Rombaut et

62



al., 2023). Ademas, replicamos los resultados obtenidos por Mejia-Chavez et al., (2021),

utilizando el mismo procedimiento de separacién materna.

11.5 Acicalamiento

Los individuos del grupo con SM y administracion de nicotina (SM-N) pasaron mas tiempo
acicalandose a comparacion del grupo de separacion materna sin nicotina (SM-Vh) (Figura
28) y, como se ha reportado, la disminucion de acicalamiento es un indicador de estrés o
ansiedad (van Erp et al.,1994). Por otro lado, la combinacién de la SM y la novedad social
aumenta los niveles de corticoides, provocando asi una hiperactivacion de los sistemas de

estrés, por lo que conlleva a una reduccion en la frecuencia del acicalamiento (Levine, 2002).

Nuestros resultados son consistentes con estudios anteriores. La nicotina, en ratas que no son
sometidas a separacion materna, aumenta las conductas de aseo (Zarrindast et al., 1998;
Casarrubea et al., 2015). Se ha observado que el acicalamiento en ratas es inducido por la
nicotina indirectamente a través de un mecanismo dopaminérgico D1; aunque, también pueden
estar implicados mecanismos colinérgicos, muscarinicos y nicotinicos; todos ellos
involucrados en el efecto ansiolitico de la nicotina (Zarrindast et al., 1998). También se ha
observado que estimulos novedosos, en este caso la novedad social y la nicotina, aumentan y

mejoran la manifestacion de acicalamiento en ratas (Jolles et al., 1979).

En cuanto a la SM, se ha observado que induce una diminucion en el tiempo de acicalamiento
(Vivinetto et al, 2013; Rombaut et al., 2023). Por otra parte, una SM del DPN 2 al 21 durante
3 horas al dia, disminuyd el tiempo de acicalamiento a comparacion de un grupo con SM mas
corta (15 minutos 3 veces al dia) y uno control sin SM (Rombaut et al., 2023). De igual manera,
una SM de 4.5 horas diarias del DPN1-21 provoc6 un menor tiempo de acicalamiento a
comparacién de un grupo control en una prueba de campo abierto (Vivinetto et al., 2013).

El acicalamiento es un comportamiento innato, que a menudo se manifiesta como una reaccién
a estimulos inesperados, y situaciones de conflicto, por lo que también se ha establecido como
indice de habituacion. Por lo tanto, otra razon de la disminucion del acicalamiento inducido
por la SM, aparte de la activacion del HPA, es que la SM produce una habituacion inapropiada

a la novedad, reduciendo las conductas de aseo (Kalueff et al., 2016). Otra posible razon es que
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la separacion materna provoca que la novedad social sea un estimulo estresante, y no permite

una rapida habituacion al conespecifico novedoso (Kalueff et al., 2016).

11.6 Latencia
El grupo de SM con administracion de nicotina tuvo menor tiempo de latencia en comparacién
del grupo de SM sin nicotina (SM-Vh) (Figura, 29). Estos resultados son consistentes con
Mejia-Chavéz et al., (2021), en donde la SM aumento el tiempo de latencia comparado con el
grupo control.

No existen trabajos que estudien la latencia de acercamiento social con o sin SM, sin embargo,
el aumento en el tiempo que tarda un individuo en acercarse a uno desconocido se atribuye al
aumento en los niveles de ansiedad inducidos por la separacion materna (Campos et al., 2013).
Por otra parte, el efecto de la nicotina, que estd mediado por la liberacidén de neurotransmisores
como serotonina y DA en el sistema de recompensa, podria aumentar la motivacion de
interaccion social, provocando que el individuo se acerque rapidamente a investigar al

conespecifico novedoso a pesar de haber sido sometido a SM (Dani y De Biasi, 2001).

11.7 Intento de traspaso

El tiempo que invirtieron intentando traspasar al otro lado de la malla fue menor en el grupo
de SM con administracion de nicotina (SM-N) que el grupo de separacion materna sin nicotina
(SM-Vh) (Figura 30).

Los animales fueron habituados un dia antes de la prueba de novedad social para que el
ambiente (malla) no fuera un estimulo novedoso, y simplemente proporcionara un contacto
fisico limitado, sin conductas agresivas y de juego. Sin embargo, permitia el olfato y un
contacto entre vibrisas (Goméz-Goméz et al., 2019). Se ha reportado que a pesar de esta
restriccion (malla), la interaccion sigue siendo gratificante y el juego no es necesario para la
recompensa social; e incluso, encontrarse con un individuo al otro lado de la malla es mas
gratificante que la presencia de un objeto no social (Peartree et al., 2011). Por lo tanto, la
exposicion limitada de dos individuos separados por una barrera es un modelo valido para
examinar los efectos de la interaccion social (Peartree et al., 2011).
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El efecto ansiolitico inducido por la nicotina pudo haber disminuido los intentos de traspaso.
En los videos tomados para analizar la conducta social, se observo gue los individuos con SM
intentaban traspasar al otro lado de una manera ansiosa, ya que llegaron a un punto de intentar
romper la malla con los dientes o con golpes, con lo cual sin la malla se pudo haber
desencadenado un comportamiento agresivo, y solo buscaban un contacto con la malla y no
con el conespecifico novedoso. En el grupo control (CM-Vh) se observé un intento de traspaso
muy sutil, ya que solo rascaban la viruta cerca de la malla. No se encontraron estudios donde

se midiera el tiempo de intento de traspaso de la barrera.
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12 CONCLUSION

La nicotina compensa los déficits sociales ocasionados por la separacion materna, aumentando
la interaccién social ante un conespecifico novedoso y restableciendo la motivacion de
socializacion. Sin embargo, es necesario realizar méas estudios para estudiar lo que sucede a

nivel cerebral y neuroendocrino.

Los resultados coinciden con las observaciones del incremento de la interaccion social en ratas
con administracion de nicotina y disminucion de interaccion social en ratas con SM, ahora con

este estudio logramos observar el efecto e interaccién de ambos factores.

Con base en los resultados se sugiere que la nicotina a un nivel clinico podria servir como un
antidepresivo por sus efectos ansioliticos, en personas que han sufrido eventos traumaticos en
los primeros afios de vida. Sin embargo, se podrian estudiar otras alternativas para revertir los

déficits causados por la SM.
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