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Resumen

Resumen

Efectos del Aislamiento Social Temprano sobre la Actividad del Circuito de

Recompensa Cerebral y la Interaccion Social en Ratas Adolescentes

Se ha demostrado que el circuito de recompensa cerebral continda en desarrollo
durante la adolescencia y es sensible al estrés y las condiciones ambientales a las que son
expuestos los animales. El presente estudio tuvo como objetivo determinar los efectos del
aislamiento social posterior al destete en la actividad de la dopamina y la oxitocina cerebral
y en el establecimiento de la preferencia de lugar condicionada por interaccidon social en ratas
macho adolescentes. Se criaron 63 ratas. Wistar en la condicion de grupo o aislamiento social,
y se entrenaron en el paradigma de preferencia de lugar condicionado, utilizando el acceso a
interaccion social como incentivo. Para las medidas fisiologicas, se obtuvo el tejido cerebral
de un grupo de animales el ultimo dia de entrenamiento y se evalio mediante
inmunofluorescencia la actividad de la dopamina cerebral con el indicador de Tirosina
Hidroxilasa en el Area Tegmental ventral y la actividad de la oxitocina cerebral en el Nucleo
Paraventricular del Hipotalamo. Se encontr6 que los animales alojados en aislamiento
mostraron mayor preferencia por lugares asociados a la interaccion social y aumentaron el
tiempo dedicado a las conductas de juego social. Por otro lado, el aislamiento social
disminuyd la cantidad de células positivas para oxitocina en el nlcleo paraventricular del
hipotdlamo y aumento la cantidad de tirosina hidroxilasa disponible en el area tegmental
ventral. Nuestros resultados sugieren que la crianza en aislamiento social aument6 la
sensibilidad de los animales a las propiedades de incentivo de la interaccion social y altero
los patrones de interaccion social, aumentando el juego y disminuyendo la investigacion
social. Sugerimos que el aumento en las conductas de juego y en sensibilidad a las
propiedades de incentivo de la interaccidn social podria deberse al aumento en la cantidad de
tirosina hidroxilasa en el VTA y la disminucién en las conductas de investigacion podria

deberse a la reduccion de la actividad de la oxitocina cerebral.

Palabras Clave: Aislamiento, Oxitocina, Tirosina Hidroxilasa, Interaccion social
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Abstract

Effects of Early Social Isolation on Brain Reward Circuit Activity and Social

Interaction in Adolescent Rats.

It has been demonstrated that the brain's reward circuitry continues to develop during
adolescence and is sensitive to stress and environmental conditions to which animals are
exposed. The present study aimed to determine the effects of post-weaning social isolation
on dopamine and brain oxytocin activity, as well as on the establishment of socially
conditioned place preference in adolescent male rats. Sixty-three Wistar rats were raised
either in group conditions or subjected to social isolation. They were trained in a conditioned
place preference paradigm using access to social interaction as the incentive stimulus. For
physiological measurements, brain tissue was obtained from a group of animals on the last
day of training, and the activity of brain dopamine was assessed using Tyrosine Hydroxylase
immunofluorescence in the Ventral Tegmental Area, and the activity of brain oxytocin was
evaluated in the Paraventricular Nucleus of the Hypothalamus. It was found that animals
housed in isolation exhibited a stronger preference for locations associated with social
interaction and increased the time dedicated to social play behaviors. Conversely, social
isolation reduced the number of oxytocin-positive cells in the paraventricular nucleus of the
hypothalamus and increased the amount of available tyrosine hydroxylase in the ventral
tegmental area. Our findings suggest that upbringing in social isolation heightened animals'
sensitivity to the rewarding properties of social interaction and altered patterns of social
engagement, promoting more play, and decreasing social investigation behaviors. We
propose that the increase in play behaviors and sensitivity to the rewarding properties of
social interaction could be attributed to the elevated levels of tyrosine hydroxylase in the
ventral tegmental area, while the decrease in investigative behaviors might be linked to

reduced brain oxytocin activity.

Keywords: Isolation, Oxytocin, Tyrosine Hydroxylase, Social Interaction
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Marco tedrico
La Adolescencia

La adolescencia es la etapa de transicion entre la infancia y la adultez, considerado
un periodo de gran vulnerabilidad ya que las diferentes influencias contextuales y sociales
impactan la cotidianidad del individuo y determinan en gran medida la direccién de su
desarrollo. Suele ser una etapa estresante, ya que supone un gran desafio para los
adolescentes quienes deben aprender a ser independientes, adquiriendo y practicando las
habilidades necesarias para sobrevivir lejos de sus progenitores (Hamburg &
Takanishi, 1988; Casey et al., 2008). Esta etapa del desarrollo es particularmente importante
en los mamiferos, considerando que al nacer cuentan con un repertorio comportamental

limitado que se complementa a partir de la experiencia (Spear, 2000).

Establecer los limites exactos de la adolescencia es dificil, ya que no hay un
acontecimiento especifico que marque su inicio o fin, en especial en los animales
experimentales. Segun Spear (2000) la adolescencia en las ratas se da desde el dia posnatal
(DP) 28 al DP 42, aunque se ha visto que algunas transiciones segun el sexo del animal,
pueden iniciar cerca del DP 20 y finalizar cerca del DP 55 (Odell, 1990; Ojeda &
Urbanski,1994). Teniendo en cuenta esto, algunos investigadores dividen la adolescencia en
tres etapas: la adolescencia temprana (DP 21 al 33), la adolescencia media (DP 34 al 46) y la
adolescencia tardia (DP 47 al 60) cada una caracterizada por procesos de desarrollo
especificos (McCutcheon & Marinelli, 2009).

Durante la adolescencia se evidencia la maduracion de habilidades fisicas y
cognitivas, tales como los tiempos de reaccion, la capacidad de razonamiento, la funcion
inmunitaria, la resistencia a lesiones, entre otras (Dahl, 2004); sin embargo, también se
evidencia un aumento en los comportamientos de riesgo y en la busqueda de sensaciones
intensas, que podrian estar influyendo en el aumento del consumo de drogas, asi como en el

aumento en la prevalencia de trastornos del estado de &nimo, alimentarios y problemas de la
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salud relacionados con comportamientos sexuales (Young et al., 2002; Kessler et al., 2005;
Vermeersch et al., 2013).

Una de las caracteristicas mas importantes de la adolescencia es el notable aumento
en la sensibilidad a las propiedades de incentivo de las interacciones sociales (McCutcheon
& Marinelli, 2009). Investigaciones con adolescentes humanos han mostrado que durante
esta etapa se presentan cambios en la calidad de las interacciones sociales con familiares, y
se da un aumento en la cantidad de tiempo dedicado a interactuar con comparieros (Larson
etal., 1996; Ladd et al, 2014). De igual forma, estudios con modelos animales han mostrado
que durante la adolescencia se evidencia un aumento de los comportamientos de juego y a
medida que avanza la adolescencia las interacciones con el género opuesto y los encuentros
sexuales, aumentan su valor (Trezza et al, 2011). Se cree que esta reestructuracion de las
interacciones sociales permite el desarrollo de estrategias comportamentales que facilitan la

supervivencia en la edad adulta (Blakemore, 2008).

Dos de los patrones de comportamiento social que mas se han estudiado en modelos
animales durante la adolescencia son la investigacion y el juego social. Las conductas de
investigacion social abarcan todos los comportamientos realizados para identificar a un
congénere (Fuxjager et al, 2010). Incluyen olfatear, lamer o acercar las vibrisas a alguna parte
del cuerpo del compafiero y la deteccion anogenital. Estos comportamientos suelen ir
acompafiados de interacciones activas como arrastrarse por debajo, caminar por encima,
perseguir en pequefios circulos o montar y pueden ser unilaterales o bilaterales. Se ha
demostrado que los animales aumentan las conductas de investigacién y reducen las
conductas de juego cuando un animal se comporta de forma anormal, por ejemplo, cuando

es tratado con escopolamina (Calcagnetti & Schechter, 1992).

Por su parte, el juego social es muy comun en los animales adolescentes. Este patron
de comportamiento destaca por su naturaleza vigorosa y enérgica, incluso puede incluir
elementos de comportamiento agresivo y sexual, pero el juego social siempre va precedido
de sefiales fisicas, faciales u orales que indican intencion ludica (Bell et al., 2010). Las
conductas de juego a menudo comienzan con un animal abalanzandose sobre el cuello del

otro, y éste responde rodando sobre su superficie dorsal exponiendo su vientre, buscando
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alcanzar el cuello del oponente para hacerle girar y quedarse encima de él o también puede
alejarse rapidamente e iniciar un episodio de persecucion (Pellis & McKenna, 1995; Pellis &
Pellis, 2017). Las conductas de juego preparan al animal para las conductas de dominancia
entre machos (Blumstein et al., 2013; Sharpe, 2005), y estan involucradas en el desarrollo
del comportamiento sexual, asi como en el desarrollo de funciones ejecutivas, como la
atencion, la memoria a corto plazo, el control de impulsos y la regulacion emocional (Pellis,
Pellis y Himmler, 2014; VVanderschuren & Trezza, 2014; Vanderschuren et al. 2016). Se ha
demostrado que los comportamientos de juego alcanzan su punto maximo durante los DP 30-
35, cuando empiezan a disminuir. La presencia de estos dos comportamientos durante el
desarrollo es de vital importancia para las ratas, ya que les permite practicar e implementar
las conductas que en el futuro le serviran para adaptarse y sobrevivir (Pellis & Mckenna,
1995) y estd estrechamente asociada al proceso de memoria y reconocimiento social
(Maaswinkel et al, 1997).

Diversas investigaciones han mostrado que los animales adolescentes muestran
mayores conductas de juego respecto a los animales adultos (p. ej. Meaney & Stewart, 1981,
Panksepp et al., 1984; Vanderschuren et al., 1997; Varlinskaya & Spear, 2002). Pellis &
McKenna, (1992) resaltan que ese aumento del juego durante la adolescencia se relaciona
con un aumento en sus propiedades de incentivo. De hecho, los estudios con modelos
animales han mostrado que independente del paradigma de estudio, los estimulos sociales
parecen tener una relevanciaen el control del comportamiento, lo que indica sus propriedades
como incentivo, es asi que trabajos clasicos de la literatura han mostrado que la interaccion
social funciona como una recompensa natural en las ratas tanto en paradigmas de
condicionamiento operante (Angermeirer et al, 1959; Werner & Anderson, 1976; Evans et
al.,1994) como en paradigmas de condicionamiento clasico (ej. Calcagnetti y Schechter,
1992; Trezza et al., 2009).

Uno de los paradigmas mas usados para evaluar las propiedades de incentivo de un
estimulo o de una sustancia, es la prueba de preferencia condicionada de lugar (CPP por sus
siglas en inglés). En esta prueba, un estimulo condicionado (CS+) se empareja con un

estimulo incondicionado (US) que puede ser una droga o un compafiero social. Para ello, se
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utiliza un instrumento que consta de dos compartimientos que difieren por sus sefiales
visuales y dactilares, y segun el tipo de procedimiento que se use (sesgado o no segado), se
realizan varias sesiones de emparejamiento donde se presenta un estimulo incondicionado en
un lado del instrumento y no se presenta ningun estimulo en el otro compartimiento. Luego
de varias sesiones de condicionamiento, se expone el animal a ambos comportamientos de
forma simultanea y se evalla cual lado prefiere. Se infiere que las caracteristicas ambientales
de un lugar (CS+), luego de varios emparejamientos con el estimulo o sustancia (US), actian
como sefiales de recompensa por lo que el lugar adquiere saliencia de incentivo, generando
motivacién para aproximarse y mantenerse en contacto con él, aun en ausencia del US.
Cuando se utiliza un procedimiento sesgado, se realiza una evaluacion previa de la
preferencia del animal por uno de los comportamientos y el estimulo incondicionado es
emparejado con el lado inicialmente no preferido, cuando se usa un protocolo no sesgado, se
empareja el estimulo incondicionado con un lado de forma aleatoria. (Calcagnetti &
Schechter, 1992; Bariselli et al.,2018).

El CPP ha sido usado para demostrar el valor de incentivo de sustancias como la
nicotina (Belluzi et al, 2004, Cortes-Patifio et al., 2023?) y la cocaina (Fritz et al., 2011; El
Rawas et al., 2012). Igualmente, ha demostrado ser efectivo para evaluar las propiedades de
incentivo de la interaccion social (Crowder y Hutto, 1992; Calcagnetti y Schechter, 1992;
Van den Berg et al., 1999%; Panksepp y Lahvis, 2007; Thiel et al., 2008; Trezza et al., 2009;
Kummer et al., 2011; Délen et al., 2013; Lahvis et al., 2015; Hung et al., 2017; Bariselli et
al., 2018).

Estudios en ratas han demostrado que la interaccion social tiene un mayor valor de
incentivo durante la adolescencia en comparacion con la edad adulta. Douglas et al, (2004)
compararon la sensibilidad a las propiedades de incentivo de la interaccion social mediante
una prueba de CPP y evaluaron los comportamientos de juego, evitacion e investigacion
social entre ratas adolescentes (DP 230) y ratas adultas (DP 55) criadas en diferentes
condiciones de alojamiento. Para ello, utilizaron un procedimiento de preferencia de lugar
condicionada y registraron los comportamientos sociales durante las sesiones de

condicionamiento. Para el entrenamiento utilizaron dos instrumentos de condicionamiento
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de preferencia de lugar ajustados para cada edad, que tenian dos compartimientos que
diferian entre si por sus sefiales visuales y sensoriales. El entrenamiento duro 6 dias, y durante
las sesiones experimentales, los animales fueron expuestos a ambos lados del aparato CPP,
asi como a un tercer entorno diferente al aparato de condicionamiento (una caja de vivienda
transparente con virutas de pino), durante 15 minutos. Hubo un intervalo de una hora entre
la exposicion a cada compartimiento. Para las sesiones de emparejamiento, se colocaba en
uno de los compartimentos del aparato CPP a cada sujeto experimental con un comparfiero
del mismo sexo y de la misma edad de una camada diferente (lado emparejado). El animal
experimental se colocaba solo en el segundo compartimento (lado no emparejado) y también
en el tercer contexto de exposicion. Los autores encontraron que los animales adolescentes
en general presentaban mayores conductas de juego que los adultos, siendo mas alto en los
machos respecto a las hembras. De igual forma se encontré que los animales adolescentes
mostraban un aumento en la preferencia por el lugar en el que se encontraba el estimulo social
respecto a los animales adultos, evidenciando un aumento en las propiedades de incentivo de

la interaccién social en esta edad.

El aumento en las propiedades de incentivo de la interaccion social durante la
adolescencia (Van Kerkhof, 2013) estéa relacionado con los cambios neuronales por los que
atraviesan los animales durante esta etapa que incluyen cambios importantes en estructuras
mesolimbicas y corticales implicadas en el circuito dopaminérgico de la recompensa
cerebral. Estos cambios consisten en un refinamiento en la corteza prefrontal, la amigdala y
el nucleo accumbens, evidenciado en aumentos en su grosor, incrementos en la mielinizacién

y una mayor conectividad funcional (Casey et al., 2008; Crone, 2009).
Desarrollo del Circuito de recompensa cerebral

El circuito de recompensa cerebral es una red de estructuras interconectadas, que
funcionan en conjunto para evaluar la saliencia de un estimulo externo y responder de forma
adecuada, garantizando la obtencion de un beneficio que conlleve a la supervivencia del
animal, (p. ej., reproducirse o alimentarse). EIl funcionamiento de este circuito permite dirigir

el comportamiento hacia la obtencion de un estimulo gratificante, e influye en la memoria y
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el aprendizaje sobre estimulos, mediante el estabelecimiento y repeticion de los patrones

comportamentales que conllevan a una recompensa (Wise, 2002).

Diversos estudios han centrado su interés en indagar cuéles son las principales
estructuras que conforman el circuito de recompensa cerebral; dentro de las mas estudiadas,
se encuentra el area tegmental ventral (por sus siglas en inglés VTA), el nlcleo accumbens
(por sus siglas en inglés NAc) y la corteza prefrontal (por sus siglas CPF), que conforman la
principal via dopaminérgica mesocorticolimbica (Kelley & Berridge, 2002). Estas
estructuras son influenciadas por otras como la amigdala basolateral, el hipocampo y la
habénula lateral, entre otras (Nair-Roberts et al, 2008). En la Figura 1 se presenta un esquema
resumido de las principales estructuras y conexiones del circuito de recompensa cerebral
(Pistillo et al., 2015).

El VTA se encuentra localizado en el mesencéfalo y esta dividido en tres subregiones,
el area tegmental ventral anterior (aVTA), el area tegmental ventral posterior (pVTA) y la
cola del area tegmental ventral (tVTA) también llamado nucleo tegmental rostromedial. Las
regiones anterior y posterior del VTA se componen en un 60% por neuronas dopaminérgicas
de proyeccion, que se caracterizan por la presencia de la enzima tirosina hidroxilasa (TH)
(Bannon et al., 2019). Estas neuronas envian proyecciones dopaminérgicas al tubérculo
olfatorio, al NAc, a la corteza prefrontal medial y a la amigdala basolateral (Gowrishankar
& Clark, 2020).



| 7
Marco teérico

Figura 1.

Diagrama simplificado de las principales conexiones del sistema mesocorticolimbico.
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Nota: Grafico de las principales estructuras y proyecciones del sistema mesocorticolimbico.

(aVTA) area tegmental ventral anterior. (pVVTA) area tegmental ventral posterior. (tVTA)
Cola del area tegmental ventral. (RMTg) nucleo tegmental rostro medial. (LDTg) ndcleo
tegmental laterodorsal. Tomado de “Nicotinic, glutamatergic and dopaminergic synaptic
transmission and plasticity in the mesocorticolimbic system: Focus on nicotine effects,”(p.
3) por F. Pistillo, et al, 2014, Progress in Neurobiology, 124.
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301008214001130)

Ademas de las neuronas dopaminérgicas, el VTA también cuenta con interneuronas
que expresan el acido gamma-aminobutirico (GABA) que se ubican principalmente en el
area tegmental posterior, desde donde envia proyecciones a la corteza prefrontal, al nlcleo
accumbens y a la habénula lateral (Pistillo et al., 2016; Kelley & Berridge, 2022). Tritsch y
et al. (2012) demostraron que algunas de estas neuronas dopaminérgicas también contienen
GABA que es liberado en la sinapsis junto con la dopamina. De igual forma, se ha reportado
que otra subpoblacion de neuronas dopaminérgicas del VTA, contienen el transportador
vesicular de glutamato “VGIuT2”, cuya estimulacion conduce corrientes postsinapticas
excitatorias en las neuronas del nicleo accumbens y de la corteza prefrontal (Chuhma et al.,
2004; Kawano et al., 2006). En cuanto a las terminales nerviosas que recibe el VTA, se han
identificado proyecciones glutamatérgicas desde la corteza prefrontal medial (CPFm),

proyecciones glutamatérgicas y colinérgicas desde el nucleo tegmental laterodorsal (Sesack
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& Pickel, 1992; Geisler & Zahm, 2005) y proyecciones GABAérgicas desde el NAc, la

habénula lateral y desde la cola del area tegmental ventral.

Cuando las neuronas dopaminérgicas del VTA son estimuladas, se inicia la biosintesis
de catecolaminas que permite la liberacion de dopamina en las terminales nerviosas de estas
neuronas. Se ha propuesto que la liberacion de dopamina en el NAc es lo que determina en
gran medida las propiedades de incentivo de un estimulo (Wise, 2002). La TH juega un papel
muy importante en la sintesis de catecolaminas ya que limita la velocidad de conversion de
la dopamina. La sintesis de catecolaminas inicia con la conversion de la fenilalanina en
tirosina por la accion de la enzima fenilalanina hidroxilasa, luego la tirosina se transforma en
L-dopa, por la accién de la enzima TH, para finalmente resultar en dopamina por la accion

de la enzima dopa descarboxilasa (Dunkley & Dickson, 2019).

Varios autores han propuesto que el NAc funciona como un integrador clave en el
procesamiento de la recompensa, ya que cuando se trata de un estimulo saliente, las
terminales glutamatérgicas del nucleo tegmental laterodorsal, estimulan mediante la
liberacion de acetilcolina y glutamato a las neuronas dopaminérgicas localizadas en el aVTA,
provocando aumentos en la liberacion de dopamina que estimula los receptores D1 y D2
ubicados en el NAc, siendo esta una sefial indispensable para el reforzamiento (Gerfen et al.,
1990; Wise, 2002). EI NAc se ubica en la parte ventral del cuerpo estriado y estd compuesto
en un 95% por neuronas GABAérgicas de tamaio medio denominadas “medium spiny
neurons” (MSNS), y en un 5% por neuronas colinérgicas e interneuronas GABAGérgicas
(Tepper & Bolam, 2004). Esta estructura tiene proyecciones reciprocas con el VTA y recibe
proyecciones de la corteza prefrontal, entre otras (Lammel et al., 2011; Lammel et al., 2012;
Pistillo et al., 2016).

Un estudio reciente de Gunaydin et al., (2014) demostré que un corto periodo de
interaccion social con un conespecifico extrafio aumentd la actividad de las neuronas
dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAC en ratones hembras adultos. Ellos utilizaron
una técnica de fotometria de fibra que permite el registro Optico de la actividad en
proyecciones neuronales. Es importante mencionar que para la deteccién de las neuronas

dopaminérgicas del VTA se utilizé6 como diana la presencia de la enzima TH. Ademas en
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esta misma investigacion se encontré que un corto periodo de interaccion social produjo un
robusto aumento del factor de transcripcion cFos en el NAc, mostrando un aumento

sustancial en la actividad de esta estructura frente a un estimulo social.

Se cree que una de las razones del aumento en la sensibilidad a las propiedades de
incentivo de la interaccion social se debe en parte a los cambios en la actividad
dopaminérgica en el NAc durante la adolescencia. Badanich et al., (2006) realizaron un
estudio donde evaluaron por medio de microdialisis la dopamina extracelular en el NAc en
ratas macho Sprague-Dawley en tres momentos del desarrollo (DP 35, 45 y 60), y
encontraron un aumento sustancial de la dopamina extracelular entre la adolescencia
tempranay en la adolescencia tardia, asi como una disminucion de la dopamina hacia el final
de la adolescencia y el inicio de la adultez. Frantz et al., (2006) realizaron una investigacion
similar pero no encontraron diferencias en los niveles de dopamina extracelular del NAc en
ratas Wistar macho adolescentes (DP 37) y adultas (DP 75). Estas investigaciones sugieren
que es durante la adolescencia media (DP 45) donde se evidencia la mayor actividad
dopaminérgica en el NAc. Esta evidencia esta de acuerdo con lo propuesto por Spear (2000)
quien describid la relacion inversa de la actividad dopaminérgica entre el NAc y la CPF
durante el desarrollo de la adolescencia, mostrando que en la adolescencia temprana se da
mayor actividad dopaminérgica en la CPF y menor actividad en el NAc respecto a la
adolescencia tardia, donde se invierte dicha relacién. Ademas, se han reportado cambios en
la densidad de los receptores dopaminérgicos del NAc relacionados con la edad,
evidenciandose un aumento de casi el 75% en la densidad de los receptores D1y D2 hacia el
dia posnatal 40, desde donde disminuyen hasta el DP 80 donde alcanza la densidad tipica de
la edad adulta (Teicher et al., 1995; Baldessarini & Tarazi, 2000).

Otra de las estructuras que estan anatdmica y funcionalmente relacionadas con el
sistema de recompensa cerebral es la corteza prefrontal. Esta estructura funciona como un
regulador crucial en los comportamientos orientados a la recompensa (Albertin et al., 2000),
ya que modula el tono dopaminérgico y glutamatérgico en respuesta a los estimulos salientes.

La CPF cuenta con proyecciones glutamatérgicas con el VTA, desde donde también recibe
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proyecciones dopaminérgicas, y se conecta con otras estructuras como laamigdala y el palido
ventral (Zahm, 2000; Sesack et al,. 2003; Ikemoto & Wise, 2004).

Al igual que el nacleo accumbens, la CPF presenta cambios importantes durante la
adolescencia, especificamente en la corteza prefrontal medial que se han asociado a
alteraciones en las estrategias de aprendizaje y en el procesamiento de decisiones respecto a
las recompensas (Walker, 2017). Estos cambios son de tres tipos: en primer lugar, se observa
un proceso de poda neuronal entre el DP 35 al DP 90, donde se evidencia una disminucion
significativa en la cantidad de neuronas (Willing & Juraska, 2015; Koss et al., 2015), en la
complejidad dendritica y en el nimero de sinapsis en esta region, con relacion al inicio de la
pubertad (Koss et al., 2014; Drzewiecki et al. 2016). En segundo lugar, se presenta un
fortalecimiento de las proyecciones dopaminérgicas (Lambe et al., 2000; Naneix et al., 2012)
y glutamatérgicas (Tarazi & Baldessarini, 2000; Arakawa, 2018; Thorpe et al., 2020) que se
dirigen hacia esta area, evidenciandose un aumento en las fibras nerviosas sobre todo durante
la adolescencia tardia. Finalmente, se evidencia una disminucion selectiva de las células que
proyectan al NAc y que expresan el receptor D1, desde el DP 44 hasta la adultez (Brenhouse
etal., 2008).

Se ha observado la actividad de otras areas del cerebro que trabajan en conjunto para
el procesamiento de las recompensas, por ejemplo, se ha demostrado el rol fundamental del
palido ventral (por sus siglas en ingles VVP) en el aprendizaje guiado por refuerzos (Ikemoto,
2007; Yin et al.,2008). Sin embargo, cuando se trata del procesamiento de la recompensa
social, algunas estructuras como el hipocampo, la amigdala basolateral (BLA) y la CPFm

cobran especial interés.
Otras estructuras involucradas en la recompensa social

La actividad del hipocampo se ha relacionado histéricamente con procesos de
memoria episddica relacionados al entorno y a la experiencia de recompensa (Savage et al.,
2004), sin embargo su actividad también se relaciona con la emision de la respuesta
comportamental correcta ante las interacciones sociales (Maaswinkel et al., 1997; Pagani et

al., 2015) y se ha observado que la densidad de sus espinas y de sus ramificaciones dendriticas
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aumentan desde la adolescencia hasta la edad adulta (Pokorny & Yamamoto, 1998; Gourley
etal., 2012; Koss et al., 2014).

Por su lado, la BLA (Amigdala Basolateral por sus siglas en inglés) se encuentra
ubicada en la parte ventral medial del cerebro, y su actividad esta asociada principalmente
con la integracién de estimulos emociones y la regulacion de conductas motivadas, asi como
con la evaluacién y asignacion del valor reforzador a los estimulos. EI BLA, se encuentra
estrechamente conectada con las estructuras centrales del circuito de recompensa
mesocorticolimbico, ya que cuenta con proyecciones glutamatérgicas reciprocas con la
CPFm, se proyecta al NAc y recibe proyecciones dopaminérgicas del VTA (Wassum &
Izquierdo, 2015; Walker, 2017). Se ha observado que la activacion glutamatérgica de laBLA
disminuye la interaccién social (Sanders & Shekhar, 1995), y la inhibicién de estas
proyecciones o proyecciones GABAérgicas aumenta las interacciones sociales (Sajdyk &
Shekhar, 1995; Paine et al., 2017). Un estudio reciente de Felix-Ortiz et al. (2016) demostro
que esta regulacion podria estar siendo mediada por la CPFm. Los autores demostraron que
la activacion de esta via glutamatérgica reduce la interaccion social, mientras que su
inhibicion facilita la interaccion social en una prueba de intruso-residente. Se estima que el
aumento en las interacciones sociales durante la adolescencia también se relaciona con los
cambios en las proyecciones de la amigdala, en especial por sus proyecciones reciprocas con
la CPFm que muestran un fortalecimiento sinaptico significativo hacia el DP 30, alcanzando
un pico en el DP 31 y reduciéndose hacia el DP 45 (Pattwell et al., 2016; Arruda-Carvalho
etal., 2017).

Ademas de las estructuras del circuito de recompensa cerebral, también se ha
evidenciado la influencia de la red del comportamiento social en el procesamiento de la
recompensa social. La red de comportamiento social, o “social brain network” media
multiples formas del comportamiento social, como la reproduccion, la agresion, el juego y el
cuidado parental (Numan, 2007; Paredes, 2009). La red del comportamiento social involucra
mas de diez estructuras interconectadas entre si, donde se evidencia la actividad de
neurotransmisores como el GABA, glutamato, serotonina, vasopresina, dopamina,

corticosteronay OT. Este complejo circuito, en realidad se compone de dos redes neuronales:
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la red de comportamiento social y el circuito de recompensa cerebral, como se ilustra en la
Figura 2. Se cree que la red del comportamiento social, se asocia sobre todo al
reconocimiento de las situaciones sociales, mientras que el circuito de recompensa cerebral
se asocia con la saliencia de incentivo de dicho estimulo. Ambas redes neuronales son
fundamentales para que el animal pueda responder adecuadamente a determinado estimulo

social y para que estas respuestas se establezcan y repitan en el tiempo (O’Connell &

Hofman, 2011).

Figura 2.
Redes neuronales que componen el circuito del comportamiento social
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Nota: Circulo de la derecha indica circuito de recompensa cerebral. Circuito de la izquierda
indica red de comportamiento social. Zona central indican nodos compartidos en ambas
redes. (POA) éarea predptica. (AH) hipotalamo anterior. (VMH) hipotdlamo ventromedial.
(PAG) giro periacuaductal. (CG) giro central. (LS) septum lateral. (BNST). nucleo cama de
la estria terminal. (meAMY) amigdala media. (Str) cuerpo estriado. (Nacc) nucleo
accumbens. (VP) palido ventral. (blAMY) amigdala basolateral. (HIP) hipocampo. (VTA)
area tegmental ventral. Tomada de O’Connelly Hofmann (2011). Tomado de “The
Vertebrate Mesolimbic Reward System and Social Behavior Network: A Comparative
Synthesis,”(p. 3600) por L. O’Connell & H.Hofmann, 2011, The Journal of Comparative
Neurology, 519. (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cne.22735)
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Si bien, este circuito abarca una gran cantidad de estructuras e implica la actividad de

varios neurotransmisores que trabajan en conjunto, recientes investigaciones han mostrado

que el neuropéptido oxitocina (OT) juega un papel fundamental en el procesamiento de la

recompensa social (Young & Wang, 2004; Shamay- Tsoory et al., 2016; Xiao et al., 2017;
Hung et al.,2017).

Influencia de la oxitocina en el circuito de recompensa cerebral

La oxitocina es una hormona principalmente sintetizada y liberada por el nicleo
paraventricular de hipotalamo (PVN). Este nucleo, se compone principalmente por dos
subregiones celulares: la region magnocelular y la region parvocelular. La region
magnocelular cuenta con células de gran tamafio localizadas en la parte posterior y ventral
del PVN que sintetizan y liberan los péptidos oxitocinay vasopresina. La region parvocelular,
estd compuesta por células mas pequefias involucradas en la liberacion de la hormona
liberadora de corticotropina y estimulantes de la tiroides, que se localizan en la parte anterior
y dorsal del PVN (Swanson et al., 1980).

Una gran parte de la oxitocina que es producida en el PVN es distribuida a través del
sistema venoso portal hipotalamo-hipofisario: las neuronas del PVN tienen terminales en la
eminencia media, donde la oxitocina es liberada en el plexo capilar primario y atraviesa los
vasos porta largos en el tallo hipofisiario para llegar al plexo secundario de la glandula
pituitaria anterior (L6pez-Ramirez, 2014), y una parte funciona como neuromodulador en el
cerebro. La oxitocina actla tanto en el sistema nervioso periférico como en el central y media
funciones conductuales y fisioldgicas como la reproduccion, el cuidado parental, la tolerancia
al dolor, los compartimentos prosociales y la respuesta al estrés (Lukas et al, 2011; Smith et
al., 2017; Krimberg et al., 2021).

Es asi que el PVN mantiene proyecciones de oxitocina con estructuras de la red del
comportamiento social y con el circuito de recompensa cerebral como la BLA, la CPF, NAc
y el VTA. Ademas, se ha observado la presencia de receptores para oxitocina (OTR) en areas
como el ndcleo del lecho de la estria terminal, el area predptica medial, el nucleo
ventromedial del hipotadlamo, el hipocampo, el pélido ventral, la sustancia gris

periacuaductal, el cuerpo estriado, el tabique lateral y el bulbo olfatorio, entre muchas otras



| 14

Marco tedrico

(Grinevich et al., 2015; Jurek & Neumann, 2018). Se ha observado que la administracion
central de un antagonista para OTR disminuye las interacciones sociales y aumenta la
liberacion de corticosterona, una hormona relacionada al estrés, en ratas adolescentes (Lim
& Young, 2006; Hodges et al., 2019) y un estudio de Ferguson et al. (2002) mostré que la
oxitocina también se relaciona con la adquisicién del recuerdo social, siendo asi que en
ratones mutantes que no expresan el gen para la oxitocina y que son completamente
amnésicos socialmente, la administracion central de este péptido antes pero no después del
encuentro inicial con un conespecifico restaurd el reconocimiento social. Por otro lado, Hung
et al., (2017) demostraron que la actividad de las neuronas oxitocinérgicas del PVN en
ratones macho adultos aumenta sustancialmente tras el contacto social con un conespecifico

mas joven.

Estudios con topillos de la pradera, conocidos cominmente por ser monoparentales
han demostrado que los receptores de oxitocina en el NAc son fundamentales para la
formacion de parejas (Young & Wang, 2004) y, mas especificamente, el trabajo de Liu &
Wang (2003) mostrd que se necesita la coactivacion de los receptores dopaminérgicos D2 y

de los OTR en el nicleo accumbens para la formacion y mantenimiento de dicho vinculo.

Teniendo en cuenta la estrecha relacion de la oxitocina con los comportamientos
sociales, recientes estudios han demostrado que las multiples proyecciones de oxitocina del
PVN a estructuras del circuito mesocorticolimbico modulan el equilibrio del tono de
dopamina, mediando la respuesta y el valor de los estimulos sociales (Zanos et al., 2015;
Xiao et al., 2017). Shamay-Tsoosy & Abu-Akel (2016) proponen gue el papel fundamental
de la oxitocina en el circuito dopaminérgico estd relacionado a la modulacién de las
respuestas de orientacion atencional ante las sefiales sociales contextuales, lo que determina
en gran medida la relevancia y los comportamientos de aproximacion hacia los estimulos
sociales. Tal regulacion estaria mediada principalmente por la BLA y el NAc, ya que la
actividad de estas estructuras se encuentra altamente relacionada con la evaluacion de los
estimulos salientes y mantienen proyecciones inhibitorias con el VTA, regulando la
liberacion de dopamina, que a su vez también estd siendo regulada por la liberaciéon de
oxitocina tanto en el VTA, como en la BLA y el NAc desde el PVN.
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Estudios recientes han mostrado que las proyecciones de oxitocina desde el PVN a
estructuras como el VTA y el NAc juegan un papel fundamental en el CPP por un estimulo
social. Hung et al. (2017) rastre6 por medio de un virus (AAVDJ-DIO-eGFP) las
proyecciones de oxitocina del PVN al VTA en ratones macho y encontrd que dichos axones
terminaban por lo general en proximidad a neuronas dopaminérgicas que expresaban OTR.
En este estudio, los investigadores inhibieron dichas proyecciones y luego de dos semanas
sometieron a los animales a una prueba de condicionamiento de lugar y encontraron que los
ratones a los que inhibieron dicha proyeccion, mostraron menor CPP social en comparacion
con los animales del grupo control. Interesantemente ambos grupos mostraron CPP luego de
la administracion de cocaina, sugiriendo un papel modulador especifico de la oxitocina en la
modulacion del papel reforzante de las interacciones sociales. En este mismo estudio los
autores realizaron otro experimento donde bloquearon los receptores de oxitocinaen el VTA
y encontraron que tales animales no mostraban CPP social. Estos resultados van en el mismo
sentido de trabajos previos en los cuales también se reportd que la liberacion de oxitocina
desde el PVN al VTA incrementa la actividad de células dopaminérgicas en el VTA que
proyectan al NAc, y aumenta los comportamientos prosociales (Shamay-Tsoosy & Abu-
Akel, 2016; Buffington et al., 2016).

De igual forma, se ha encontrado que las proyecciones de oxitocina desde el PVN al
NAc también modulan la respuesta a los comportamientos sociales. Un trabajo de Ddlen et
al., (2013) reportd que la administracion de un antagonista de oxitocina en el NAc impidio
el CPP por un estimulo social, pero no por cocaina, mostrando que la oxitocina desde el PVN
también actia como sefal de refuerzo social en el NAc provocando una depresion a largo
plazo de la transmision sinaptica excitatoria en las neuronas MSNSs, y ademas este proceso
también es mediado por la actividad de las proyecciones serotoninérgicas proveniente del
nucleo dorsal de rafe. Estos estudios son evidencia del complejo funcionamiento neuronal
necesario para responder a los estimulos sociales, en la Figura 3 se presenta un esquema
resumiendo de las principales estructuras y neurotransmisores implicados en el

procesamiento de la recompensa social.
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Es importante mencionar que la actividad del péptido oxitocina asi como la densidad

de sus receptores, muestran importantes transformaciones durante la adolescencia. Por
ejemplo, Tribollet et al. (1989), muestra que el paso de la expresion de los OTR del “patrén
infantil” al “patron adulto” se da principalmente en dos etapas: entre los DP 16 al 22,
correspondiente al periodo de destete, donde se reducen los OTR en areas como el cértex
cingulado y el hipocampo dorsal y aumentan en el hipocampo ventral y luego del DP 35,
coincidiendo con el inicio de la pubertad, donde se evidencia un aumento en los OTR en el

nucleo hipotalamico ventromedial y en el tubérculo olfatorio.

Figura 3.
Proyecciones de oxitocina en el circuito de recompensa cerebral.
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Nota: Gréafico simplificada de las principales estructuras y neurotransmisores del sistema
mesocorticolimbico integrado con las principales proyecciones de oxitocina del PVN. (PVN)
nucleo paraventricular del hipotalamo. (CPFm) corteza prefrontal medial. (NAc) nucleo
accumbens. (BLA) amigdala basolateral. (HIP) hipocampo. (VTA) area tegmental ventral.

Igualmente, se ha observado que el cambio cualitativo de las interacciones sociales y
sus propiedades gratificantes se relacionan con los cambios en la funcion neuromoduladora
de la OT. Por ejemplo, se ha encontrado que el juego social aumenta durante la infanciay la
adolescencia (Bredewold et al., 2014), y justo entre los DP 16-22 (infancia) y despues del
inicio de la pubertad hacia el DP 35 (adolescencia media) se evidencia un aumento en la
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expresion de los OTR sobre todo en areas relacionadas a la recompensa y a la memoria social
y espacial (Tribollet et al., 1992), mientras que en la adultez la formacién de pareja
(Keebaugh et al, 2015) y el cuidado aloparental cobran importancia (Ross et al., 2009) y es
en esta etapa donde se evidencia un aumento en los OTR sobre todo en areas corticales

relacionadas con la toma de decisiones sociales (Grinevich et al., 2016, Smith et al.,2017).
Efectos de la crianza en aislamiento social

Teniendo en cuenta que la adolescencia es un periodo critico en el neurodesarrollo,
es indispensable brindar a los individuos un contexto social y ambiental que proporcione las
herramientas necesarias para el buen desarrollo y la adquisicion de los patrones
comportamentales sociales necesarios para la supervivencia (Dalh, 2004). De acuerdo con lo
anterior, se ha demostrado que las diferentes condiciones de alojamiento a las que son
expuestos los animales durante la crianza pueden alterar el adecuado desarrollo de las redes
neuronales involucradas en el procesamiento de las conductas sociales y en sus propiedades
de incentivo. Por ejemplo, se ha observado que la exposicion a estrés o a drogas de abuso
durante edades tempranas puede influir en la sefializacion entre la corteza prefrontal y el
nacleo accumbens, dando lugar a conductas relacionadas con la adiccién o la depresion
(MacAskill et al., 2014; Vialou et al., 2014). En esta misma linea, se ha demostrado que los
animales privados del juego durante la infancia y adolescencia son incompetentes
socialmente cuando alcanzan la adultez, ya que no aprenden las reglas basicas de la
interaccion social tipica de la especie (Hol et al., 1999; Jones et al., 2001), por ejemplo,
mostraron que los animales privados de la posibilidad de juego durante la infancia no
demuestran comportamiento aversivo frente a grupos de animales desconocidos aumentando

el riesgo de ser atacados (Van de Berg et al., 1999?).

Una de las formas mas usadas en los laboratorios para evaluar los efectos del estrés
cronico social en el comportamiento y en el neurodesarrollo de los animales, es por medio
del alojamiento en aislamiento social (Mumtaz et al, 2018). Se ha demostrado que la crianza
en aislamiento social se asocia con cambios irreversibles en el funcionamiento cerebral de

los animales. Estudios sobre el aislamiento indican que en estos animales se da un aumento
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en la sensibilidad a las propiedades de incentivo de diversos estimulos, siendo mas propensos
a buscar y consumir sustancias psicoactivas como el alcohol (Advani et al,2007), la nicotina
(Cortes-Patifio, 2023a) y la anfetamina (Yates et al., 2013; Whitaker et al, 2013). Ademas,
se han encontrado resultados similares en cuanto a las propiedades de incentivo de la
interaccion social, siendo asi que estudios con el paradigma de condicionamiento de
preferencia de lugar (CPP) indican que los animales alojados en condicién de aislamiento
social son mas sensibles al efecto gratificante de la interaccion social siendo més evidente
este efecto en los animales que son aislados durante la adolescencia (Van den Berg et al.,
1999° ; Calcagnetti y Schechter, 1992; Douglas et al., 2004; Thiel et al., 2008; Trezza et al.,
2009; Peartree et al., 2012).

Yates et al. (2013), realizaron un experimento donde se evalud el CPP por un estimulo
social y por la administracion de anfetamina en animales adolescentes y adultos criados en
condicién de aislamiento social o en pareja. Estos autores encontraron que Unicamente el
grupo de animales adolescentes criados en aislamiento mostro CPP por un estimulo social,
mientras que el CPP por anfetamina se obtuvo en animales aislados en la adolescencia y en
la edad adulta. Interesantemente, estos autores también realizaron una prueba donde los
animales debian escoger entre pasar tiempo en un compartimiento asociado a interaccion
social o a la administracion de anfetamina, y encontraron que los animales adolescentes
aislados prefirieron el compartimiento asociado a interaccion social, mientras que los
animales criados en grupo escogieron el compartimiento asociado a la droga. Estos resultados
coinciden con lo reportado en el estudio ya mencionado de Douglas et al., (2004) quienes
también encontraron que el CPP social fue mas robusto en los animales adolescentes alojados
en aislamiento respecto a los animales adultos en aislamiento y a los animales de ambas

edades alojados en grupo.

El aumento en la sensibilidad a las propiedades de incentivo de la interaccion social
evidenciado en los animales criados en aislados, se ha relacionado con cambios en la
actividad del sistema de recompensa cerebral. Algunas investigaciones sugieren que el
aislamiento social ocasiona cambios duraderos en la actividad de la dopamina (Hall et al.,
1989; Karkhanis et al., 2016; Miura et al., 2022). Un estudio reciente de Karkhanis et al,
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(2019) utilizo la técnica de voltamperometria ciclica de barrido rapido en vivo para evaluar
la respuesta dopaminérgica en el NAc producto de la estimulacion in vivo en el VTA, de
animales criados en aislamiento y en grupo. Estos autores encontraron que el aislamiento
social ocasiond hiperexcitabilidad en las neuronas dopaminérgicas del VTA generando

mayor liberacion de dopamina hacia el NAc.

Por otro lado, también se han reportado cambios producto del aislamiento social en
la actividad de la oxitocina cerebral, que como se describi6 previamente juega un papel muy
importante en el procesamiento de la recompensa social .Una revision reciente de Krimberg
y colaboradores (2021) mostrd que el aislamiento social tiende a disminuir la cantidad de
OTR en estructuras como el PVN, el nucleo supraoptico, la CPFm, el NAc, el VTA, el nicleo
de la base de la estria terminal y la amigdala central, llevando a alteraciones conductuales
como aumentos en la agresion, comportamientos ansiosos, hiperactividad y disminucion de

comportamientos sociales asi como de la memoria social.

Es importante mencionar que si bien, las investigaciones indican que la crianza en
aislamiento aumenta la sensibilidad a las propiedades de incentivo de la interaccion social,
no estad claro de que forma el aislamiento social altera la interaccion del circuito de
recompensa cerebral con la oxitocina proveniente del PVN, ya que el aislamiento parece
tener efectos inversos en dichos neurotransmisores. Por lo anterior, un primer acercamiento
a los cambios producto del aislamiento en las estructuras clave desde donde se proyectan los
principales neurotransmisores implicados en la recompensa social, como la dopamina y la
OT, permitira una mejor comprension de este complejo sistema y abrira paso a futuras

investigaciones especializadas en su interaccion
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La adolescencia representa un periodo de gran vulnerabilidad para el desarrollo de
conductas de riesgo y trastornos afectivos (Kessler et al., 2005), el Ministerio de Salud y
Proteccion Social report6 que para el afio 2022 los trastornos de ansiedad generalizada, fobia
social y depresion fueron frecuentes en los adolescentes colombianos. Las diferentes
condiciones socioambientales a las que son expuestas las familias colombianas impactan
gravemente su salud mental. Y justamente durante la adolescencia es donde se evidencia una
mayor sensibilidad ante situaciones emocionales demandantes, Borras (2014) menciona que
la vulnerabilidad generada por contextos estresantes tanto economica como afectivamente
coloca a los adolescentes en una situacion de riesgo, aumentando la soledad y el aislamiento
y ademas incrementando la probabilidad de desarrollar conductas violentas contra si mismo
o0 contra los demas (Del pino et al, 2014). En esta misma linea, un estudio de la CEPAL
(2022) report6 que dadas a las medidas de confinamiento y aislamiento social obligatorio
producto de la pandemia COVID-19 la salud mental de los nifias, nifios y adolescentes

colombianos empeoro.

Sumado a ello, Benitez et al., (2016) encontraron una relacion significativa entre el
uso excesivo del internet y los problemas relacionados con el aislamiento social,
estos autores mencionan que dado al importante avance tecnolégico de los ultimos afios, cada
vez es mayor el tiempo que pasan los jovenes frente a pantallas mdviles, trayendo consigo
consecuencias negativas para el desarrollo de su identidad y para el establecimiento de
relaciones interpersonales adecuadas. Se ha demostrado que el aislamiento social durante la
adolescencia, tiende a causar comportamientos evitativos como alejarse de los demas y evitar
la formacion de vinculos sociales, ademas también se ha asociado con presentar esperanzas
pocos realistas de las relaciones sociales y fracasos en la satisfaccion de sus necesidades de

relacién con los pares (Cohen et al., 2012).

Teniendo en cuenta esto, los estudios de los efectos neurofisioldgicos y
comportamentales del aislamiento social sobre las propiedades de incentivo y los cambios en

los patrones de las conductas sociales cobran especial importancia, ya que como menciona
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Bariselli et al., (2018) indagar sobre el valor incentivo de la interaccion social en animales
alojados en aislamiento podria resultar beneficioso para los individuos que son afectados por
la soledad o el aislamiento. Y si bien, los modelos animales no pueden abarcar la complejidad
de la adolescencia humana, si permiten la evaluacion y manipulacion de algunas variables
concretas que contribuyen a una mejora en la compresiéon de estos cambios neuronales y
comportamentales (McCormick et al., 2016), que resultan imposibles de controlar en la

investigacion con humanos.
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Considerando que la crianza en aislamiento social temprano ha mostrado producir
cambios estructurales y funcionales en el circuito de recompensa cerebral, se espera que los
animales alojados en aislamiento muestren mayores preferencias por lugares asociados a la
interaccion social (Yates et al., 2013; Douglas et al., 2004) en la prueba de preferencia de
lugar. Asi mismo, se espera que este aumento en la sensibilidad a las propiedades de incentivo
de la interaccion social represente cambios plasticos en las regiones asociadas a la
recompensa cerebral, por lo que se propone que la cantidad de la enzima Tirosina Hidroxilasa
disponible en las células dopaminérgicas del VTA podria ser més alta en los animales criados
en aislamiento y tratados con interaccion social respecto a los animales en grupo que

recibieron el mismo estimulo incentivo, similar a lo reportado por Karkhanis et al. (2019).

Teniendo en cuenta la revision de Krimberg et al. (2022) se espera encontrar que los
animales aislados presenten una disminucion en las células oxitocinérgicas del PVN producto
de la privacién social. Ademas, teniendo en cuenta que los estudios que han evaluado los
patrones de interaccion social entre animales alojados en aislamiento y grupo han mostrado
un cambio importante en cuanto a su intensidad y frecuencia, se espera replicar lo encontrado
por Douglas et al., (2014) quien demostré que los animales alojados en aislamiento muestran

mayores conductas de juego social respecto a los animales alojados en grupo.
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Objetivos
General

Determinar los efectos del aislamiento social posterior al destete en la actividad de la
dopamina y la oxitocina cerebral y en el establecimiento de la preferencia de lugar

condicionada por interaccion social en ratas Wistar macho adolescentes.
Especificos

e Determinar el efecto del aislamiento social en el establecimiento de preferencia

de lugar condicionada por interaccion social en ratas adolescentes.

e Evaluar los efectos de la crianza en aislamiento social en dos comportamientos de

interaccion social: juego e investigacion social.

e Determinar los niveles de oxitocina cerebral en el nucleo paraventricular del
hipotalamo tras la finalizacion del entrenamiento en la tarea de preferencia de

lugar condicionada por interaccion social.

e Determinar la concentracion de tirosina hidroxilasa en el area tegmental ventral
de animales criados en aislamiento social tras finalizar el entrenamiento en la tarea

de preferencia de lugar condicionada por interaccion social.
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Sujetos

Se emplearon 63 ratas adolescentes macho albinas de la cepa Wistar, suministradas
por el Bioterio de Produccion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional de Colombia. Los animales fueron destetados el dia posnatal 21+1
e inmediatamente fueron llevados al bioterio del Laboratorio de Neurociencias del
Departamento de Psicologia. Los animales fueron mantenidos en condiciones estandar de
temperatura (21-25 °C) y humedad relativa (40 £ 10%), con un ciclo luz/oscuridad invertida
de 12 horas (luces encendidas a las 6:00 PM).

Tras su llegada al laboratorio, los animales fueron asignados aleatoriamente a las
condiciones de alojamiento: grupo (Gp) o aislamiento social (Ais), y se mantuvieron en esa
misma condicion hasta el final del experimento. Para la condicion de grupo, se alojaron
cuatro ratas por caja cuidando que no fuesen de la misma camada ni tuviesen diferencias de

peso mayores a 15 gr. Para la condicion de aislamiento, se alojé un animal por caja.

Para el alojamiento de los animales se usaron cajas de polietileno (48x32x20 cm,
ALESCO), con un encamado de viruta esterilizada por autoclave de aproximadamente 4 cm
de altura que fue cambiado dos o tres veces a la semana. Durante todo el experimento los
animales tuvieron acceso a agua y comida ad libitum, fueron pesados cada tres dias durante
la fase de crianza y diariamente durante la fase experimental. Todos los procedimientos

experimentales se llevaron a cabo entre las 8:00 AM y las 4:00 PM.
Disefio

Para este estudio fue propuesto un disefio factorial 2x2, en el que se evaluaron los
efectos del tipo de crianza en el establecimiento de la preferencia de lugar condicionada por
interaccion social. EI primer factor fue la condicion de crianza (en grupo o en aislamiento
social) y el segundo factor fue la exposicion a interaccion social (presencia o0 ausencia). Los

animales asignados a cada condicion de crianza (grupo o aislamiento social) fueron divididos
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en dos grupos que diferian en la posibilidad de ser expuestos o no, a interaccion social
durante las sesiones de condicionamiento. De esta forma, se contd con cuatro grupos
experimentales: Gp - NoSoc: Animales criados en grupo que no fueron expuestos a
interaccion social durante las sesiones de condicionamiento; Gp - Soc: Animales criados en
grupo que fueron expuestos a interaccion social durante las sesiones de condicionamiento;
Ais — NoSoc: Animales criados en aislamiento que no fueron expuestos a interaccién social
durante las sesiones de condicionamiento y Ais - Soc: Animales criados en aislamiento que

fueron expuestos a interaccion social durante las sesiones de condicionamiento.
Instrumentos y equipos
Caja de Condicionamiento de Lugar

Para evaluar la preferencia condicionada de lugar se utilizaron dos cajas de acrilico,
compuestas por tres compartimentos divididos por placas removibles (ver Figura 3). Los
compartimentos se diferenciaban por el tipo de piso y el color de las paredes. Uno de los
compartimentos tenia paredes con lineas blancas y negras de forma horizontal y piso de acero
con textura de agujeros. El sequndo compartimento tenia paredes con lineas blancas y negras
de forma vertical y piso de aluminio con textura de malla. EI compartimento central que
funcionaba como zona de transicion entre los dos compartimientos laterales, tenia las paredes
y el piso de acrilico gris. Para las sesiones de pretest y test las placas que dividian los

compartimentos fueron retiradas para permitir el paso de un compartimento a otro.

El acceso a interaccién social fue utilizado como un estimulo incondicionado, los
animales fueron expuestos durante las sesiones de condicionamiento a un mismo
conespecifico, para ello se formaron parejas experimentales dentro de cada grupo, cuidando
gue no tuvieran diferencias de peso mayores a 15 gramos y que no provinieran de la misma
camada. Paralosanimales en grupo, también se cuid6 que no estuvieran alojados en la misma

caja hogar.
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Figura 4.

Caja de preferencia de lugar condicionada

Nota: Gréafico y fotografia de la caja de condicionamiento de preferencia de lugar. A.
Instrumento con placas removibles utilizado para sesiones de condicionamiento. B.
Instrumento sin placas removibles utilizado para pruebas de habituacién, pretest y test.

Equipos
Criostato. Se utilizé con un criostato Leica CM1850 para obtener los cortes coronales

de las muestras del tejido cerebral.

Microscopio. Se utiliz6 un microscopio confocal (Nikon Instruments Inc., Melville,
NY, EE. UU.) para capturar las imagenes de los cortes coronales, utilizando un objetivo de

20x y el laser Argon 288.
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Procedimientos
Preferencia de lugar condicionada

El procedimiento de preferencia de lugar condicionada inicié el DP 33y termino el
DP 45 (Tabla 1). Consto de 4 fases: habituacion, linea de base, condicionamiento y prueba.
Todas las sesiones duraron 10 minutos y fueron grabadas para su posterior andlisis. Al
finalizar cada sesion, las cajas eran limpiadas con alcohol al 7% para eliminar rastros de olor.
Para minimizar el estrés producidos por los procedimientos experimentales, las ratas fueron

manipuladas diariamente durante tres minutos entre los DP 30 y 32.

Tabla 1. Disefio experimental y linea de tiempo.

Crianza Man Hab Lineade CS CS- CS CS- CS- CS CS- CS+ Prueba
Base + JAIt + JAIt /At + JAIt /PF

DP 21-29 30-32 33-34 35 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Nota. (Man) manipulacion. (Hab) habituacion. (CS) sesiones de condicionamiento. (Alt)
exposicion a ambiente alternativo. (PF) perfusion. El dia DP 36 no se realizd ningun
procedimiento.

Habituacion

Los DP 33 y 34 los animales fueron llevados a la sala experimental y puestos en el
compartimento central de la caja CPP e inmediatamente después se retiraron las placas
removibles, permitiendo la libre exploracion de todo el instrumento (ver Figuras 3B).
Finalizados los diez minutos, los animales fueron retirados de la caja de condicionamiento y
llevados al bioterio. La habituacién se realiz6 con el objetivo de familiarizar a los animales

con la caja de condicionamiento.

Linea de base

El DP 35 los animales fueron llevados a la sala experimental y se realiz6 el mismo
procedimiento descrito en la fase de habituacion. La actividad del animal fue grabada para
evaluar la permanencia en cada uno de los compartimentos previa al condicionamiento. Se

establecié como criterio de permanencia en un compartimento tener minimo el 85% del
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cuerpo adentro . La preferencia por uno de los compartimientos fue determinada a partir del
analisis del tiempo total en cada uno de los compartimentos: el compartimiento donde el

animal pas6 més tiempo se seleccioné como lugar preferido.

Adquisicion

Durante los DP 37 al 44 se realizaron sesiones diarias de condicionamiento, para lo
cual se utiliz6 un protocolo sesgado en el que el estimulo incondicionado (interaccion social)
se asocid con el lado inicialmente no preferido. En los dias denominados CS+ los animales
de los grupos con interaccién social (Gp - Soc y Ais - Soc) fueron confinados en el lado no
preferido por diez minutos junto a otro animal. Los animales del grupo sin interaccion social
(Gp - NoSoc y Ais - NoSoc) fueron ubicados individualmente en el lado no preferido del
instrumento. Los dias denominados CS- todos los animales fueron ubicados individualmente
en el lado preferido por diez minutos. Finalizados los 10 minutos de cada sesion, los animales
fueron retirados de la caja de condicionamiento y ubicados en su respectiva caja hogar.
Durante el procedimiento se alternaron las sesiones de CS+y CS-, a excepciédn de los dias

posnatales 40 y 41 cuando se realizaron dos sesiones CS- con la finalidad de terminar el dia

posnatal 44 con una sesion de CS+, para la toma de muestras cerebrales (ver Tabla 1).

Para controlar la historia de exposicion al estimulo social y asegurar que el cambio
en la permanencia se deberia a una asociacion de interaccion social con las caracteristicas
ambientales del comportamiento no preferido, las ratas que no fueron expuestas a interaccion
social durante los CS+, fueron confinadas durante 10 minutos con otro animal en un ambiente
alternativo (caja con condiciones similares a la caja hogar) dos horas después de los CS-. Las
ratas que fueron expuestas a interaccion social durante los CS+, eran ubicadas

individualmente en el ambiente alternativo (ver Figura 4).

Es importante mencionar que los animales utilizados en los experimentos que hacen
parte de la presente tesis eran parte de un proyecto titulado “Evaluacion conductual y
neurobiologica del estrés social temprano como modulador de la interaccion entre nicotina y
refuerzo social en ratas adolescentes”, razon por la cual todos fueron inyectados diariamente

con una dosis de 0,1 mg/kg de nicotina (base libre) antes de la exposicion al ambiente
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alternativo. Para la preparacion de la droga se utilizo tartrato de nicotina (Glentham Life
Sciences, GL9693) que fue disuelto en solucion salina 0.9% (Quibi, ATC B05XA03).
Teniendo en cuenta que el porcentaje de nicotina de esta sal es solo del 35%, la concentracién
0.1 mg/kg fue ajustada utilizando la correccion de Matta (2006). Una vez disuelta se nivelo
el pH con NaOH 0.1M hasta alcanzar niveles fisiolégicos (pH ~7.4). Los volimenes de

inyeccion fueron calculados a partir del peso corporal de cada sujeto, con dosis de 1 ml/kg.

En la Figura 5, se observan los grupos experimentales y los estimulos a los cuales
fueron expuestos durante las sesiones de condicionamiento. Dado que todos los animales
recibieron el mismo tratamiento farmacolégico, se espera que este no interfiera con las

variables de condicion de crianza e interaccion social.

Figura 5.
Sesiones de condicionamiento

CS+ Alternativo
o e -
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S WIS (W
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Nota: Estimulos a los que son expuestos los animales en cada sesion de condicionamiento.
(SAL) inyeccion de solucion salina. (NIC) inyeccion de nicotina.
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Prueba

El DP 45, se realiz6 la prueba de preferencia condicionada de lugar, para lo cual los
sujetos fueron ubicados individualmente en el compartimento central de la caja e
inmediatamente después se retiraron las placas removibles. Se evaludé nuevamente la
preferencia de lugar a partir del tiempo de permanencia en cada compartimento, tal como se

describi6 en la fase de pretest.
Evaluacion de comportamiento de interaccion social

Para la evaluacion de las conductas de interaccion social se grabaron y analizaron la
primera y Gltima sesiones de condicionamiento (CS+) de los grupos con acceso a interaccion
social (Gp-Soc y Ais-Soc). Fueron cuantificadas la frecuencia y la duracién de los
comportamientos sociales con ayuda del software X-Plo-Rat (2005). Toda la codificacion
conductual fue realizada por dos evaluadores ciegos a las condiciones de crianza de los
animales y se establecio un acuerdo de observadores mayor al 90%, calculado con el indice

de concordancia (min/méx. /100).

La codificacion conductual se dividié en las categorias de juego e investigacion
social, ya que son los comportamientos sociales mas evidentes en esta época del desarrollo
(Pellis & Mckenna, 1995). Para el analisis de la interaccion social, se tuvieron en cuenta los
comportamientos realizados por pareja experimental, es decir iniciados o mantenidos por
cualquiera de los dos animales, por tanto, los datos cuantificados se refieren a la parejay no

al individuo.

Para el andlisis de las observaciones, los comportamientos fueron operacionalizados
de la siguiente manera: el juego social incluy6 (a) abalanzar -cuando un animal se acerca o
toca con el hocico el cuello del compariero (b) inmovilizar -cuando un animal esta tumbado
boca arriba con el compariero de pie sobre él e invierten la posicién y (c) perseguir -cuando
un animal corre o se aleja rapidamente del atacante y el otro animal le persigue. La

investigacion social incluyé (a) olfatear o acercar las vibrisas a alguna parte del cuerpo del
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compafiero y (b) la deteccion anogenital -cuando un animal acerca su hocico hacia la zona

genital del otro con la finalidad de olfatearlo (ver Anexo 1).

Procedimientos para analisis histolégico

Para la evaluacion de los niveles de tirosina hidroxilasa y oxitocinaOT cerebral,
se seleccionaron aleatoriamente cinco animales de cada uno de los cuatro grupos

experimentales.

Perfusion transcardiaca

Noventa minutos después de la tltima sesidn de condicionamiento (CS+) los animales
fueron profundamente anestesiados con una inyeccion intraperitoneal del anestésico de punto
final uretano (1.6 gr/kg). Una vez que los animales no presentaban reflejos ni signos de dolor,
se realizd una incision a lo largo del térax con el fin de exponer el corazén y ubicar una
canula en el ventriculo izquierdo en la arteria aorta, por medio de la cual se pasaron
aproximadamente 120 mL de una solucion salina taponada con fosfato 0,01M, seguidos de
aproximadamente 120 mL de solucion de paraformaldehido al 4%(PFA) preparada en PBS
0.01 M con pH de 7.4. Al completar la perfusion, se removieron los cerebros del craneo y se
sumergieron en 15 mL de PFA por un periodo de 6 horas a 4°C para el proceso de posfijacion.
Pasadas las 6 horas se retird el PFA y los cerebros se sumergieron en 15 mL de soluciones
de sacarosa de concentraciones decrecientes de 30%, 20% y 15% durante tres dias con la

finalidad de proteger el tejido de las bajas temperaturas.

Posteriormente, los cerebros se congelaron rapidamente por inmersion en 2-
metilbutano (-70 °C), para ser luego seccionados coronalmente en rodajas de 50 pum, y
almacenados a -20°C en solucidn anticongelante para su posterior procesamiento por medio

de ensayos de inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia

Para la evaluacion de los efectos de las condiciones experimentales en el
funcionamiento cerebral, se evaluaron dos marcadores: tirosina hidroxilasa y OT, para cada

uno se realizaron ensayos separados de inmunofluorescencia. Para la evaluacion de la
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actividad de la hormona oxitocinaOT se cuantificaron las celulas inmunopositivas para
oxitocinaOT con el anticuerpo anti- oxitocinaOT (1:500; Sigma Aldrich, MAB5296) en
nacleo PVN, utilizando dos cortes por sujeto correspondientes a la coordenada
anteroposterior -1.80 mm posterior a bregma (Paxinos & Watson, 2018). Para la evaluacion
de los posibles efectos de los tratamientos en la actividad dopaminérgica de circuito
mesolimbico, se cuantifico la cantidad de TH disponible en el citoplasma de las células del
VTA, con el anticuerpo anti-Tirosina Hidroxilasa (1:500, Sigma Aldrich, T1299) en dos
cortes por sujeto correspondientes a la coordenada anteroposterior -5.4 mm con relacion a
bregma (Paxinos & Watson, 2018).

Los cortes seleccionados se lavaron tres veces con TBS 1X por 5 min, se
permeabilizaron y se bloquearon las uniones inespecificas con el buffer de bloqueo durante
60 min. A continuacion, se incubaron los anticuerpos primario Anti-TH o Anti- oxitocina por
36 ha4-C. Posterior a ello, se realizaron cuatro lavados con T-TBS 1X, por 5 miny se afiadio
el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (1:500; Invitrogen) durante 60 min. Finalizado este
tiempo, se enjuagd cinco veces con T-TBS 1X, se montaron los cortes en laminas
previamente gelatinizadas y marcadas, y se cubrié las ldminas con la solucion de montaje. El

montaje de las laminas se realizo en la oscuridad y las laminas fueron almacenaron a 4-C.
Andlisis de imagen

Las iméagenes fueron capturadas con un microscopio confocal, utilizando un objetivo
de 20x y el laser Argon 288. Se selecciond uno de los cortes por cada marcador, se determind
la estructura de interés y se tomd una foto por cada hemisfério teniendo en cuenta las
coordenadas del Paxinos previamente establecidas. Adicionalmente, se tomo una foto de uno
de los hemisferios del segundo corte, con el propdsito de tener un recurso adicional en caso
de evidenciar algun dafio en el tejido principal. El tamafio de la imagen seleccionada para
cada area fue similar en todas las muestras y se utilizaron los mismos parametros de
cuantificacién para todos los sujetos. Los valores de la intensidad de fluorescencia se
calcularon mediante la densidad integrada, para ello se realizé la medicion de la intensidad

del fondo, se promedid y se restd de la intensidad total. Los valores de la densidad integrada



| 33

Método

(IntDen) y el numero de células inmunopositivas para cada marcador fueron promediados
por el nimero de fotos por sujeto. Cada imagen fue analizada semicuantitativamente

utilizando el software ImageJ.

Andlisis de datos

Con la finalidad de evaluar si las diferentes condiciones de crianza alteraban el tiempo
en cada compartimiento durante la linea de base, se utilizo6 un ANOVA para medidas
repetidas, con cada compartimiento (laterales y central) como factor intragrupo y los cuatro
grupos experimentales (Gp — NoSoc / Gp- Soc / Ais — NoSoc / Ais - Soc) como factor entre

grupos.

Para la evaluacion del establecimiento de la preferencia condicionada de lugar se
realiz6 un ANOVA de tres factores para medidas repetidas (2x2x2) con el tiempo en el lugar
no preferido en las dos sesiones (linea de base y test) como factor intragrupo, y la condicion
de alojamiento y la exposicion a interaccion social como factores entre grupos. Un aumento
significativo en el tiempo de permanencia en el lugar no preferido durante la linea de base y
la prueba fue considerada evidencia de condicionamiento. Adicionalmente para evaluar los
cambios en la distribucién del tiempo en los compartimientos preferido y centro, se realizaron
andlisis de varianza para cada compartimiento, con el tiempo en el centro o en el lugar
preferido en las dos sesiones (linea de base y test) como factor intragrupo, y la condicion de
alojamiento y la exposicion a interaccion social como factores entre grupos. Al contar con

variabilidad en el tamafio de los grupos, se realiz6 una correccién a la suma de cuadrados.

Con base en la prediccion a priori respaldada por la teoria de que las condiciones de
crianza afectan las propiedades de incentivo de la interaccién social, se realizé un analisis de
contrastes comparando el tiempo en lado no preferido entre el pretest y la prueba para los
grupos experimentales condicionados con interaccion social. Se esperaba que el grupo en
condicién de aislamiento aumentara significativamente el tiempo en el lado no preferido tras

el condicionamiento.

Para evaluar si la condicién de alojamiento alteraba los patrones conductuales de la

interaccion social, se realizd un ANOVA mixto para medidas repetidas de dos factores (2x2)
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para cada categoria: juego e investigacion social; con la condicién de crianza como factor
entre sujeto y las sesiones (primera frente a ultima) como factor intragrupo, se realizaron
analisis post hoc y se corrigié el valor p con el método de Tukey. Para la conducta de
investigacion social se utilizo un ANOVA mixto no paramétrico de dos factores, usando una
prueba de rangos (2x2) de Wilcoxon, ya que los datos no cumplian con los supuestos de

normalidad.

Adicionalmente, se llevé a cabo una correlacion de Spearman para evaluar si existia
una relacién entre la interaccion social y el condicionamiento de preferencia de lugar. Esta
correlacion se realiz6 para cada condicion de alojamiento y se analiz6 con el delta del CPP
(calculado como tiempo en el lado no preferido durante el test — el tiempo en el lado no
preferido durante el pretest), y con el tiempo bruto de juego registrado durante la Ultima
sesion de CS+. Para las correlaciones se utilizé una escala de fuerza de correlacion de acuerdo
con la literatura: fuerte (-0.70,-1 / 0.70,1), moderada (-0.40, -0.69 / 0.40, 0.69), débil (-0.10,
-0.39/0.10, 0.39) e insignificante (-0.10 / 0.10).

Para evaluar la actividad del circuito mesolimbico de dopamina y la actividad de la
oxitocina cerebral, se realiz6 un ANOVA de dos factores (2x2) para cada marcador, con la
condicién de alojamiento y la interaccidn social como factores entre sujetos. Se realizaron
analisis post hoc y se corrigio el valor p con el método de Holm. Para todas las variables se
evaluaron los supuestos de normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk, la esfericidad con la
prueba de Mauchly y todos los analisis de varianza que no cumplian con la esfericidad fueron
corregidos con Greenhouse-Geiseer. Se utiliz6 un nivel de significancia de p <0,05 para todos
los analisis y comparaciones. Para los ANOVAS se reporta el tamafio del efecto usando eta
parcial cuadrado (np?), ya que segun la literatura (Goss-Sampson, 2019), es la medida que
mejor se ajusta cuando se tiene una muestra pequefia para obtener un tamafo del efecto sin
sesgo. Los rangos se definieron de acuerdo con la literatura: tamafio del efecto pequefio <=

0.01; tamario del efecto medio <= 0.06 y tamafio del efecto alto <= 0.14.

El registro comportamental del experimento fue realizado con el programa X-Plo-Rat
y todos los andlisis estadisticos se realizaron con los softwares JASP (JASP, 2023), SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, 2021) y RStudio (RStudio team, 2021)



| 35
Método

Consideraciones éticas

Los procedimientos del presente estudio se acogen bajo los lineamientos de: la Ley
1090 de 2006, donde se reglamenta el ejercicio de la profesion de psicologia, especialmente
del titulo dos, articulo 10, que habla sobre el cuidado y uso de animales para desarrollar el
conocimiento de los principios basicos de la conducta y contribuir a la mejorara de la salud
y el bienestar del hombre; la Ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia, por la cual se adopta
el estatuto nacional de proteccion de los animales en el capitulo VI, donde se establece que
los experimentos deben estar orientados hacia el avance de la ciencia y nuevo conocimiento
y garantizar el bienestar de los animales evitando que sufran dolor, y en lo establecido en la
resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, en la cual se disponen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud cumpliendo con

los requisitos para llevar a cabo investigacion biomédica con animales

Asi mismo, se rige segun la octava version de la “Guide for the care and use of
laboratory animals” (2011), la cual provee informacion y estatutos para el cuidado y el uso
de animales de laboratorio procurando el bienestar de los animales, la calidad de la
investigacion y el avance del conocimiento, siguiendo el método practico de las Tres rs:
reemplazo, refinamiento y reduccién. Todo el personal a cargo del cuidado y manejo de los
animales utilizado para el presente trabajo conté con formacion especifica para los
procedimientos realizados. Para garantizar la seguridad de los investigadores y de los
animales, todos los procedimientos se realizaron con el correcto uso de implementos de
bioseguridad como la bata, guantes de nitrilo y tapabocas. Todos los residuos producidos en
el presente estudio fueron desechados segun los protocolos de manejo de residuos
establecidos por la Oficina de Gestion Ambiental de la Sede Bogota en la Universidad
Nacional de Colombia. Todos los procedimientos fueron sometidos a la consideracion del
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Humanas (B.VIE-FCH-33-2019), conformado
segun lo estipulado en la resolucion 2378 de 2008 del Ministerio de Proteccién social sobre

Buenas Practicas.
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Condicionamiento de lugar

Para evaluar que no existieran posibles diferencias iniciales en cuanto a la distribucion
del tiempo entre los compartimientos (laterales y centro) entre los grupos experimentales, se
realiz6 un ANOVA mixto de dos factores para medidas repetidas (ver Figura 6). Los
resultados muestran que los animales en general presentaban diferencias en el tiempo que
pasaban en cada compartimiento (F (2,43) = 135.247, p<0.05, #p°=0.776) y comparaciones post
hoc mostraron que el tiempo de permanencia en el compartimiento preferido es mayor que
el tiempo en el compartimiento central (p<0.05) y en el compartimiento no preferido,
(p<0.05) y el tiempo en este ultimo es mayor que el tiempo en el compartimiento central
(p<0.05). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (F (343
= 0.00, p>0.05, #p?= 0.000), ni interaccion entre grupo y compartimiento (F (43 = 1.006,
p>0.05, 7p?= 0.072).

Figura 6.
Distribucidn del tiempo en cada compartimiento durante la linea de base.

mEm Centro
Em No Preferido
400+ Bl Preferido

*

Tiempo en linea base (s)

Gp/NoSoc Gp/Soc Ais/NoSoc Ais/Soc

Nota: La grafica muestra los promedios de los tiempos de permanencia en cada
comportamiento durante la linea de base. (*) p<0.05 diferencias respecto al compartimiento
no preferido y centro. () p <0.05 diferencias respecto al compartimiento preferido y centro.
(#) p<0.05 diferencias respecto al compartimiento preferido y no preferido. Mean £ SEM
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En cuanto a la preferencia condicionada de lugar, el ANOVA mixto de tres factores
con los tiempos brutos en el compartimiento no preferido (ver Figura 7, A) evidenci6 un
efecto del factor sesion (F (1,43 = 11.038, p<0.05, #p?= <0.221) y una tendencia con un tamafio
del efecto grande, en la interaccion entre sesion X interaccion social (F (143 = 3.246, p =
0.079, np?= 0.077). Comparaciones post hoc, mostraron que los animales condicionados con
interaccidn social aumentaron el tiempo en el lado no preferido durante la prueba respecto a
la linea de base (p<0.05). Adicionalmente, con el proposito de corroborar la hipétesis
principal del efecto de la crianza en asilamiento sobre las propiedades de incentivo de la
interaccion social, se realizacion comparaciones intra-grupos con pruebas de contrastes y se
encontré que unicamente el grupo Ais/So aumentd significativamente el tiempo en el lado
no preferido durante la prueba, respecto a su linea de base (t= -3.752, p<0.05). No se
encontraron diferencias significativas en los deméas grupos experimentales: Gp/NoSoc (t=
0.244, p>0.05); Gp/Soc (t=-1.285, p> 0.05); Ais/NoSoc (t=-1.394, p> 0.05).

Con el objetivo de evaluar cuanto tiempo pasaban los animales en los demas
compartimientos tras el condicionamiento, se realizaron ANOVA mixtos de tres factores para
medidas repetidas. En cuanto al compartimiento preferido (Figura 7, B), se encontré un
efecto general del factor sesion (F (1,43 = 53.780, p<0.05, p?>= 0.580) y una interaccién sesion
x condicion (F (1, 43) = 7.763, p<0.05, ;p>= 0.166). Comparaciones intra-grupos por pruebas
de contrastes indicaron una disminucion en el tiempo de permanencia en el compartimiento
preferido durante el test respecto a la linea de base en los grupos Gp/Soc (t=-2.379, p<0.05),
Ais/NoSoc (t= -5.242, p<0.05) y Ais/So (t= -5.247, p<0.05). No se encontraron diferencias
en el grupo Gp/NoSoc (t=-1.311, p>0.05).

Respecto al tiempo en el compartimiento central (Figura 7, C), el ANOVA revel6 un
efecto de sesion (F (1, 43) = 20.395, p<0.05, ;p>= 0.343), una interaccion de sesion x condicién
de alojamiento (F (1, 43) = 4.522, p<0.05, 5p>= 0.104), una interaccién sesion x interaccion
social (F @, 43 = 4.227, p<0.05, np?= 0.098) y una interaccién sesién x condicién de

alojamiento x interaccion social (F (1, 43y = 6.184, p<0.05, #p?= 0.137). Comparaciones post
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hoc revelaron un aumento significativo en el tiempo de permanencia en el compartimento

central durante el test respecto a la linea de base inicamente en el grupo Ais/NoSoc (p <0.05).

Figura 7.
Tiempo en cada compartimiento durante el pretest y test
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Nota: Promedio por grupo de los tiempos de permanencia en cada compartimiento durante
la linea de base y la prueba. A. Tiempo en el compartimiento no preferido. B. Tiempo en el
compartimiento preferido. C. Tiempo en el compartimiento central. (*) p< 0.05 diferencias
con respecto la linea de base. Mean + SEM.
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Patrones de interaccién social

El ANOVA mixto de medidas repetidas de dos factores para las conductas de juego
evidencié que para ambas condiciones de crianza el juego aumentd en la cuarta sesion de
entrenamiento respecto a la primera (F (1, 200 = 19.469, p<0.05, 5p>= 0.520). Ademas, se
encontré que el grupo criado en condicion de aislamiento social permanecié mas tiempo
jugando durante las dos sesiones, en comparacion con los animales criados en la condicion
de grupo (F (1,200 = 203.798, p <0.05, #p®= 0.919) (ver Figura 8, A). No se encontrd interaccion
entre sesion x condicién de alojamiento (F (1, 20) = 1.283, p>0.05, ;%= 0.067).

En cuanto a las conductas de investigacion social, el ANOVA mixto no paramétrico
de medidas repetidas de dos factores (ver Figura 8, B), evidencid que para ambas condiciones
de crianza el tiempo de investigacion fue menor en la cuarta sesion de condicionamiento
respecto a la primera sesion (F (1, 20) = 73.402, p<0.05). Ademas, se encontrd que el grupo en
condicion de aislamiento social permaneci6 menos tiempo realizando conductas de

investigacion que los animales en la condicion de grupo (F (1, 20) = 77.044, p <0.05).

Figura 8.
Tiempo dedicado a interacciones sociales en primer y Gltima sesion de condicionamiento
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Nota: Promedio de tiempos dedicados a cada comportamiento de interaccion social durante
la primera y Gltima sesion de condicionamiento. A. Tiempo dedicado a conductas de juego.
B. Tiempo dedicado a conductas de investigacion social. (*) p<0.05. Mean + SEM.
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Adicionalmente, se incluyd un andlisis de correlacion de Spearman para cada
condicion de alojamiento, con el objetivo de evaluar la relacion entre los tiempos de juego
en la Ultima sesion de condicionamiento y el delta del CPP (tiempo en lado no preferido en
test — tiempo en lado no preferido en pretest) (ver Figura 9). Los resultados muestran que
para los animales criados en aislamiento se encontrd una correlacion moderada negativa no
significativa (rho = -0.595, p>0.05, IC del 95% [0.189 a -0.916]) entre el tiempo de juego en
la Gltima sesion de condicionamiento y el delta del CPP. Mientras que para los animales en
grupo se encontrd una correlacion débil también negativa y no significativa (rho, -0.310, p >
0.05, IC del 95% [0.615 a -0.926]). Adicionalmente, se realizé un analisis de correlacion con
el coeficiente de preferencia [(lado no preferido — lado preferido)/(lado no preferido + lado
preferido)*100] utilizado en la investigacion de Douglas et al., (2004) y el tiempo bruto de

juego y se encontrd los mismos resultados (ver Anexo 5).

Figura 9.

Correlacion entre las condutas de juego y delta del CPP
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Nota: Correlaciones entre el tiempo jugando en Gltima sesion de CS+ y el Delta del CPP.
A. Animales criados en grupo. B. Animales criados en aislamiento. Cada punto representa
una pareja experimental.
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Evaluacion de la actividad del circuito de recompensa cerebral y la oxitocina cerebral

En cuanto a la evaluacion de la TH, el ANOVA de dos factores con la densidad
integrada reveld unicamente un efecto de la condicion de alojamiento (F (1, 200 = 9.367,
p<0.05, 1p>= 0.369) y comparaciones post hoc, revelaron un aumento en los niveles de TH
citoplasmatica en aislados respecto a los animales en grupo (p<0.05). No se encontro efecto
del factor de la exposicion a la interaccion social (F (1, 200 = 3.258, p>0.05, 7%= 0.169), ni
interaccion entre la condicion de crianza X la exposicion a interaccion social (F (1, 20) = 0.349,
p>0.05, np?= 0.021). Lo cual indica que el alojamiento en aislamiento social aumentd la
cantidad de tirosina hidroxilasa citoplasmatica en las células del area tegmental ventral VTA
(ver Figura 10, A).

En cuando a la evaluacion de las células positivas para oxitocina (ver Figura 10, D),9,
D), se encontré que el aislamiento social tiende a disminuir la cantidad de células positivas
para OT en el nacleo paraventricular del hipotalamo. EIl ANOVA de dos factores con el
conteo de las células inmunopositivas revel6 una tendencia con un tamafio del efecto grande,
de la condicién de alojamiento (F (1, 18) = 4.274, p=0.058, 5= 0.234). No se encontro efecto
de la interaccion social (F 1,18y = 0.769, p>0.05, 7p?= 0.052) 0 una interaccion entre condicién
de alojamiento e interaccion social (F (1,18) = 0.189, p>0.05, ;%= 0.013). Lo cual indica que
el aislamiento socia tiende a disminuir la cantidad de células positivas para oxitocina en el

nacleo paraventricular del hipotalamo.



| 42
Resultados
Figura 10.

Marcadores bioldgicos del circuito de recompensa cerebral.
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Nota: Gréaficas de promedios y fotos ilustrativas de los marcadores tirosina hidroxilasa (TH)
y oxitocina (OT) por grupo experimental. A. Valores de la densidad integrada para TH en
VTA. B. Imagen representativa de animales del grupo Gp-NoSoc. C. Imagen representativa
del grupo Gp-Soc. D. Imagen representativa del grupo Ais-NoSoc. E. Imagen representativa
del grupo Ais-Soc. F. Valores del nimero de células inmunopositivas para oxitocina en el
PVN. G. Imagen representativa de animales del grupo Gp-NoSoc. H. Imagen representativa
del grupo Gp-Soc. I. Imagen representativa del grupo Ais-NoSoc. J. Imagen representativa
del grupo Ais-Soc. (*) p <0.05 diferencias por condicion de crianza. Mean = SEM
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El presente experimento evalué los efectos del aislamiento social posterior al destete
en la actividad de la dopaminay la oxitocina cerebral y en el establecimiento de la preferencia
condicionada de lugares asociados a interaccion social en ratas Wistar macho adolescentes.
Los resultados del presente estudio muestran que la crianza en aislamiento social aumento la
sensibilidad de ratas adolescentes a las propiedades de incentivo de la interaccion social,
evidenciado en el CPP social, en el incremento en las conductas de juego y en el aumento de
cantidad de TH disponible en las células dopaminérgicas del VTA. También se encontrd que
la crianza en aislamiento social tiende a disminuir la cantidad de células oxitocinérgicas del
PVN que puede estar relacionado con una disminucion en el tiempo dedicado a las conductas

de investigacion social respecto a los animales en grupo.

La crianza en aislamiento social aument6é la sensibilidad de los animales a las

propiedades de incentivo de la interaccion social

Los resultados del presente estudio muestran que los animales mantenidos en la
condicién de aislamiento fueron los Unicos que mostraron CPP social. Si bien se encontr6
que todos los animales condicionados con interaccion social presentaron un aumento en el
tiempo en el lado no preferido de la caja durante la prueba, los analisis por contrastes
mostraron que esta diferencia es significativa Unicamente en el grupo alojado en aislamiento-
Este mismo grupo mostré una disminucién significativa del tiempo en el lado preferido
durante la prueba y no evidenci6 un cambio del tiempo en el compartimiento central. Estos
cambios en la distribucion del tiempo indican que el grupo condicionado con interaccion
social y criado en aislamiento, invirtio su preferencia inicial, pasando més tiempo ahora en
el compartimiento que fue asociado a la interaccion social. Estos resultados son consistentes
con otras investigaciones con animales aislados tanto adolescentes como adultos que han
reportado condicionamiento de preferencia de lugar por un estimulo social (Calcagnetti &
Schechter, 1992; Crowder & Hutto, 1992; Van den Berg, et al., 1999°; Douglas et al, 2004;
Thiel et al., 2009; Bariselli et al, 2018).
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Parte de la literatura al respecto ha discutido que este efecto puede deberse a que la
interaccion social tiene mas valor de incentivo para los animales aislados que para los
animales en grupo. El estudio de Bariselli et al, (2018) podria ser evidencia de ello, ya que
demostr6 que los animales alojados en aislamiento durante la adolescencia muestran mayor
resistencia a la extincion de la preferencia por un estimulo social. Los autores discuten que
esta resistencia podria deberse a una mayor fuerza de la asociacion entre las sefiales
contextuales y la presencia del conespecifico, producto de la asignacion de un mayor valor
subjetivo a la interaccion social. De igual forma Van den Berg et al, (1999°) demostraron que
los animales alojados en aislamiento, muestran méas conductas anticipatorias previas al
contacto social, -conductas que son provocadas por estimulos que conducen y facilitan las
conductas consumatorias-, respecto a los animales alojados en grupo. Los autores
consideraron para su estudio la hiperactividad evidenciada luego de la exposicion a un
estimulo incentivo como un indicador de conducta anticipatoria y encontraron en su
experimento numero seis, que los animales que fueron alojados en aislamiento durante la
adolescencia tempranay que fueron entrenados en la edad adulta, mostraron niveles elevados
de hiperactividad tras la presentacion del CS+ que se mantenian o incluso aumentaban

durante las sesiones, mientras que en los animales en grupo tendia a disminuir.

Estudios previos han demostrado que cortos periodos de privacion social pueden
incrementar los comportamientos sociales tipicos de la edad, como el juego social en
adolescentes (Panksepp & Beatty, 1980; Takahashi & Lore, 1983; Varlinskaya et al.,1999;
Panksepp & Lahvis, 2007). En el caso de la presente investigacion, los adolescentes criados
en aislamiento social pasaron mas tiempo realizando conductas de juego que los animales en
grupo en las dos sesiones de condicionamiento registradas. Estos hallazgos concuerdan con
Douglas et al, (2004) y Yates et al., (2013) quienes sugieren que la privacion de las
interacciones sociales -de corto o de largo plazo- aumenta la motivacion de los animales para
tener contacto social, lo que se evidenciaria en un incremento de las conductas de juego y

de la preferencia por lugares asociados al contacto social.

Es importante aclarar que aunque los animales alojados en grupo y condicionados con

interaccion social también mostraron una disminucidn significativa del tiempo en el lado
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inicialmente preferido, esta reduccién no se vio reflejada en un aumento estadisticamente
significativo en el lugar inicialmente no preferido o en el centro respecto a la linea de base,
por tanto no se considera evidencia de un condicionamiento. La ausencia de CPP en este
grupo podria deberse a que si bien la interaccion social tiene propiedades de incentivo
naturalmente (Crowder & Hutto, 1989; Calcagnetti & Schechter, 1992; Krimberg et al,
2021), en el caso de animales sin privacion de interaccion social el valor de incentivo de la

interaccién podria verse disminuido y con ello la preferencia de lugar.

Este resultado no concuerda con otras investigaciones donde se ha encontrado que los
animales alojados en grupo también muestran CPP social (ej. Douglas et al, 2004; Bariselli
et al, 2018). Las diferencias podrian deberse a caracteristicas del método como la edad, ya
que es probable que la sensibilidad de los animales alojados en grupo varie segun la etapa de
la adolescencia donde se encuentren. Douglas et al (2004) utiliz6 en su experimento animales
adolescentes que iniciaron condicionamiento con 33 DP y fueron testados el DP 38
(adolescencia temprana e inicios de la adolescencia media), mientras que en la presente
investigacion los animales iniciaron el condicionamiento el DP 37 y fueron testados el DP
45 (final de la adolescencia media). Estas diferencias en la edad son importantes ya que hay
reportes que indican que las conductas de juego alcanza su punto maximo entre los DP 30 y
35, desde donde empiezan a disminuir (Vanderschuren et al., 1997; Varlinskaya & Spear,
2002), lo cual podria indicar que durante la adolescencia temprana los animales muestran

mayor sensibilidad a la propiedades de incentivo de la interaccion social.

Adicionalmente, Douglas et al., (2004) encontraron que los animales adolescentes
criados en grupo solo mostraron CPP cuando fueron expuestos a animales criados en su
misma condicion, mientras que los animales aislados presentaban CPP social
independientemente de su edad y de la condicién de crianza de la pareja, mostrando como el
aislamiento aumenta la sensibilidad de los animales a las propiedades de incentivo de la
interaccion social, incluso en la adultez. Adicionalmente, Bariselli et al (2018) encontraron
que los ratones macho mostraban CPP social Unicamente cuando eran emparejados con un
conespecifico menor que ellos, los autores utilizaron como parejas en las sesiones de

condicionamiento a ratones de 3 a 4 semanas de vida, mientras que los animales
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experimentales tenian entre 7-8 semanas. Interesantemente, estos autores encontraron que
cuando se presentaban dos ratones de la misma edad, no se evidenciaba CPP social en los
animales en grupo, similar a lo reportado en el presente estudio. Los autores discuten que
esto podria deberse a la presencia de comportamientos antagonistas que son caracteristicos
de los ratones C57B/6 utilizados en el experimento que se hacian mas evidentes cuando se

encontraban animales de la misma edad.

Un resultado que llama la atencion es el hecho de que los animales alojados en
condicion de aislamiento que no fueron expuestos a interaccion social en las sesiones de
condicionamiento mostraron una disminucion significativa del tiempo en el compartimiento
inicialmente preferido, acompafiado de un aumento del tiempo en el compartimiento central
durante la prueba. EI aumento del tiempo en el compartimento central, podria deberse a
diferencias en la habituacién y en la exploracion consecuencia de la crianza en aislamiento.
Algunas investigaciones han mostrado que la crianza en aislamiento aumenta la actividad
locomotriz en espacios novedosos (Arakawa, 2018; Haj-Mirzaian et al.,2019) y si bien los
animales habian sido expuestos al CPP completo durante los tres primeros dias de la fase
experimental, durante los Uultimos ocho dias Unicamente fueron expuestos a los
compartimientos laterales, lo que pudo ocasionar un aumento especial en la actividad en el
compartimiento central durante la prueba ya que este diferia de los compartimientos laterales

al tener piso y paredes lisas de color gris.

La disminucion del tiempo en el lado inicialmente preferido durante la prueba
respecto a la linea de base evidenciada en los animales aislados que no fueron expuestos a la
interaccién social de forma contextual podria deberse al aumento en la exploracion en el
compartimiento central durante la prueba. Sin embargo, la investigacion de Bastle et al,
(2016) que explora el efecto de la presentacion de nicotina con interaccion social en la
preferencia condicionada de lugar, también encontré que las ratas adolescentes aisladas que
no fueron expuestas a un estimulo social y que fueron tratadas con solucion salina, mostraban
una disminucién el tiempo pasado en el compartimiento preferido durante la prueba respecto
a la linea de base y aunque este instrumento constaba solo de dos compartimientos, se

evidencio un resultado similar al reportado en la presente investigacion, en el sentido de que
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los animales que no recibieron condicionamiento también disminuyeron el tiempo en el lado
inicialmente preferido. Sin embargo, este hallazgo no es discutido en dicha investigacion,
resulta necesario realizar mediciones de la actividad locomotriz y de la exploracion del CPP
completo tanto en las sesiones de habituacion previas al condicionamiento como en sesiones
adicionales posteriores al test, que permitan identificar y corroborar este resultado, ademas
de explorar también el comportamiento de este grupo en particular en un CPP de solo dos

compartimientos.

La crianza en aislamiento social alteré los patrones de comportamiento de la

interaccion social

Nuestros resultados indican que los animales criados en aislamiento pasan mas
tiempo realizando conductas de juego y emiten menores conductas de investigacion
comparado con los animales criados en grupo. Como se menciono previamente, el aumento
en las conductas de juego evidenciado en los animales aislados se puede relacionar con el
aumento en la sensibilidad a las propiedades de incentivo de la interaccién social, lo que
ocasiona un incremento en las conductas de juego con el conespecifico durante las sesiones
de condicionamiento. Sin embargo, estos cambios en los patrones comportamentales también
se han asociado con disfunciones en la conducta social producto de la privacion particular a

la cual han sido expuestos durante su vida (Bell et al, 2010).

Nuestros resultados son consistentes con la literatura al respecto, ya que se evidencid
un aumento significativo en las conductas de juego producto de un periodo de privacion
social (Panksepp y Beatty, 1980; Takahashi y Lore, 1983; Martin; & Caro, 1985; Hole, 1991;
Varlinskaya et al., 1999; Bell et al, 2010). Este aumento de las conductas de juego se ha
relacionado con alteraciones en la correcta coordinacion y secuencia de movimientos
implicados en las interacciones sociales (Heidbreder & Groenewegen, 2003), y estas
alteraciones en la coordinacion de movimientos se ha relacionado sobre todo con los cambios

morfoldgicos de la corteza prefrontal producto del aislamiento durante la adolescencia.

Un estudio de Bell et al., (2010) demostr6 que algunas estructuras de la CPF que se

encuentran relacionadas con la coordinacion y con la regulacion del comportamiento social,
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variaban su morfologia segun la experiencia social a la que se expone el animal durante su
desarrollo, asi, las neuronas de la corteza orbito frontal muestran campos dendriticos mas
complejos segun el namero de compafieros de crianza y las neuronas de la CPFm cambian
su morfologia segun los tipos de interaccion social a los que fue expuesto el animal. En esta
misma linea, Bell (2009) demostré que animales con lesiones en estas areas anteriores
muestran juegos torpes con técticas defensivas ineficientes, similares a las reportadas en los
animales criados en aislamiento. A partir de estos resultados el autor sugiere que el
refinamiento de los comportamientos motores se logra a medida que el animal interactda con
sus compafieros y se da el proceso de poda neuronal tipico en esta estructura durante la
adolescencia media, que por falta de estimulacion social no se da en los animales alojados en

aislamiento.

En cuanto a las conductas de investigacion, nuestros resultados muestran que los
animales aislados dedicaban menos tiempo a conductas de identificacion social que animales
en grupo, lo que coincide con estudios en los que se encontrd que el aislamiento genera una
disminucién significativa en la deteccion anogenital y en la exploracion social (Van den Berg
et al., 1999% Van den Berg et al .,1999°; Hol et al., 1999; Pellis et al., 2006). Estos cambios
en las conductas de investigacion social, también se han atribuido a alteraciones en las
diferentes sub regiones de la CPF, ya que se ha observado que la corteza orbito frontal juega
un papel importante en la capacidad de distinguir a los comparieros, siendo asi que animales
con alteraciones en esta estructura no muestran comportamientos de investigacion social
adecuados (Jones, 2001). Al respecto, un estudio previo no publicado de nuestro grupo de
investigacion (Ballesteros, 2023) evidencié que los animales adolescentes criados en
aislamiento muestran menor acumulacion de AfosB en la corteza prelimbica, y la expresion
de este factor de transcripcién se ha asociado con diferentes mecanismo de regulacion
dopaminérgica y glutamatérgica, que podrian estar afectando la expresion de los

comportamientos de investigacion social.
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Relacion entre los comportamientos de interaccion social y el establecimiento de

preferencia de lugar en los animales criados en aislamiento

Teniendo en cuenta que los animales criados en aislamiento mostraron mayor
preferencia condicionada por el lado asociado a un estimulo social y ademas presentaron un
aumento significativo en el tiempo dedicado a las conductas de juego respecto a los animales
en grupo, fue evaluada la relacion entre estos dos marcadores conductuales. Inicialmente se
esperaba encontrar una correlacion positiva significativa, teniendo en cuenta investigaciones
previas que han mostrado que el juego social tiene propiedades de incentivo (Calcagnetti &
Schechter, 1992; Pellis & Pellis, 2017); sin embargo, nuestros resultados muestran que para
los animales alojados en aislamiento el tiempo dedicado a las conductas de juego durante la
Gltima sesion de condicionamiento tiene una relacién lineal moderada negativa con el delta
del CPP (ver figura 9). Esto podria significar que los animales que mostraron mayor CPP
social, es decir un cambio mas grande en el tiempo en el compartimiento no preferido durante
la prueba respecto a la linea de base, pasaron menor tiempo realizando conductas de juego
en la Gltima sesion de condicionamiento. Es importante mencionar que los resultados no
mostraron significancia estadistica, sin embargo es probable que la ausencia de significancia
se deba a el numero de muestra limitado, ya que se contaron con 8 animales por grupo, sin
embargo el coeficiente de correlacion reportado para los animales aislados muestra una
fuerza de correlacion moderada, mientras que en los animales en grupo se encontrd una

fuerza de correlacion débil.

EL hallazgo de una correlacién negativa, no concuerda con lo reportado por el Gnico
estudio que a la fecha incluye una correlacion ente las conductas de interaccién social y el
CPP (ya citar el estudio). En este estudio se encontré que el tiempo de juego correlaciona
positivamente con el indicador del CPP en los animales adolescentes, mientras que el tiempo
de investigacion social correlaciona positivamente con el CPP de los animales adultos,
sugiriendo que el tiempo dedicado a tales comportamientos pudo contribuir a las propiedades
de incentivo de la interaccion social segun la edad del animal (Douglas et al., 2004). Sin
embargo, esta discrepancia en los hallazgos podrian deberse a la ya mencionada diferencia

de edad de los animales experimentales usados entre los dos estudios.
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El hallazgo de una correlacion negativa entre estos indicadores resulta contraintuitiva,

sin embargo, da cuenta de lo complejo que son los comportamientos sociales, ya que las

propiedades de incentivo de la interaccion social podrian estar siendo mediadas por multiples

factores independientes al tiempo neto de juego social en las sesiones de condicionamiento.

Pellis y McKenna, (1992) mostraron que, para que la conducta de juego sea
reforzante, las ratas adolescentes deben evidenciar comportamientos coordinados vy
reciprocos siguiendo las reglas de cada especie para el inicio de juego y sus respuestas de
defensa, y como se expuso previamente las ratas aisladas suelen mostrar patrones de juego
alterados. Por otro lado, algunas investigaciones han mostrado que las caracteristicas del
juego varian segun si el animal es dominante o sumiso. Calcagnetti y Schechter, (1992)
categorizaron como animales dominantes a los sujetos experimentales que durante cinco
minutos de interaccion lograban someter més veces a sus compafieros. Estos autores
mostraron que los sometimientos realizados por las ratas adolescentes dominantes duraban
entre 2 a 3 veces mas que los realizados por las ratas sumisas. Estas diferencias podrian
implicar que el juego social tenga menos valor de incentivo para los animales sumisos que
para los animales dominantes a pesar de durar el mismo tiempo para ambos, ademas, teniendo
en cuenta que el aislamiento aumenta las conductas agresivas de los animales (Grotewold et
al., 2014), es probable que esta correlacion negativa refleje la presencia de mayores
comportamientos dominantes y agresivos en los animales aislados. Si bien, nosotros
reportamos el tiempo dedicado a las conductas de juego, es importante recordar que este
corresponde al tiempo por cada pareja experimental, independientemente de quien inicio o
quien logro quedar encima del otro animal. Por tanto es probable que dentro de los resultados
obtenidos se encuentren algunos animales sumisos que fueron condicionados con animales
dominantes para quienes a pesar de tener una cifra alta en cuanto al tiempo de juego no

evidencien un CPP elevado.

Teniendo en cuenta esto, es necesario realizar mediciones precisas de las
caracteristicas importantes del juego que pueden estar determinando sus propiedades de
incentivo, como las caracteristicas individuales de dominancia, tiempos de sumisién, numero

de luchas ganadas y registros de inicio de juego.
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Aungue también, existe la posibilidad de que definitivamente el juego no sea un
indicador del valor reforzante de la interaccion social y por tanto la capacidad asociativa de
la interaccidn social en la prueba del CPP no este mediada por el acceso al juego social. Ya
que si bien, algunas investigaciones indican que el juego social es necesario para que se
evidencie un condicionamiento de preferencia de lugar, por ejemplo, Van den Berg et al.,
(1999b) quienes utilizando animales aislados realizaron un estudio de CPP con un estimulo
social que no podia moverse al estar dentro de un restrictor de movimiento y encontraron que
los animales aislados tanto adolescentes como adultos, solo mostraron condicionamiento
cuando eran expuestos a animales con quienes podian interactuar, y Calcagnetti & Schechter,
(1992) quienes demostraron que para ratas dominantes la posibilidad de jugar era lo que
determinaba el condicionamiento de preferencia de lugar, siendo asi que cuando eran
condicionadas con un animal sedado con escopolamina -incapaz de responder a la solicitud
de conductas de juego-, no se evidenciaba un cambio en la permanencia del lugar durante el
test. Otro grupo de estudios han mostrado resultados diferentes, por ejemplo, Kummer et al.,
(2011) y Peartree et al., (2012) demostraron que solo la posibilidad del tacto permite el
establecimiento de preferencia de lugar, siendo asi que cuando se limitaba la interaccion
social a la posibilidad de tocar unicamente el hocico, las patas delanteras o la cola de un
conespecifico por medio de una barras de acero, se seguia evidenciando condicionamiento
de lugar aunque de menor magnitud, pero este desaparecia cuando los animales eran
divididos por un cristal transparente que solo les permitia la interaccién social por sefiales

visuales, olfativas o auditivas.

Teniendo en cuenta lo anterior, es probable que el tiempo bruto de juego registrado
para la pareja experimental no esté dando suficiente informacion sobre la relacién del juego
con el establecimiento de la preferencia de lugar, por tanto, es necesario realizar estudios
adicionales donde ademas de incluir la medicion de caracteristicas de calidad del juego, se
incluya la posibilidad de esconderse del compariero y se evalué este indicador de forma

individual, lo que también permitir4 aumentar el nimero de muestra.
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La crianza en aislamiento social aument6 la cantidad de TH en las células del VTA

Nuestros resultados sugieren que la crianza en aislamiento social aumento la actividad
dopaminérgica, lo que se evidencia en un aumento significativo de la TH disponible en las
neuronas dopaminérgicas del VTA en los animales aislados en comparacion con los animales
criados en grupo. Este resultado concuerda con lo reportado por Karkhanis et al., (2019)
quienes mediante técnicas de voltamperometria in vivo y Western blot demostraron que los
animales aislados muestran mayor expresion de la proteina TH tras estimulaciones eléctricas
en el VTA, respecto a los animales en grupo, sin embargo, estos autores midieron la
expresion de TH en el NAc, mientras que en la presente investigacion la medicion fue hecha
en el VTA. Estos autores también encontraron que los animal aislados muestran mayores
incrementos en la liberacién de dopamina en el NAc tras estimulaciones en el VTA con
diferentes intensidades y frecuencias y que las reservas de dopamina facilmente liberables se
agotaban mas rapido en los animales alojados en grupo en comparacion con los animales en
aislamiento. Estos autores sugieren que el aumento en la liberacion de dopamina est&
estrechamente relacionado con el aumento en la cantidad de TH que genera una mayor
disponibilidad de este neurotransmisor ante un estimulo. Este resultado va en la misma
direccion de lo reportado por Yorgason et al., (2013) quienes también encontraron que la
liberacion de dopamina en NAc producida por la estimulacion del VTA es mayor en animales

aislados respecto a animales alojados en grupo.

Considerado que la exposicion a un estimulo incentivo estimula la actividad de las
neuronas dopamineérgicas del VTA y genera liberacion de dopamina en el NAc (Gerfen et
al., 1990; Beitner-Johnson., & Nestler,1991) y que esa liberacion de dopamina depende de la
actividad de la enzima TH (Dunkley & Dickson, 2019), es posible sugerir que en el presente
estudio en el que se evidencid condicionamiento de lugar Unicamente en los animales
alojados en aislamiento, el aumento en las propiedades de incentivo de la interaccion social
estd mediado por el aumento en la cantidad de TH que podria facilitar el aumento en la

dopamina liberada en el NAc.

De igual forma, otras investigaciones apuntan a que el aumento en la sensibilidad a

las propiedades de incentivo de un estimulo en los animales aislados se relaciona con una
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hiperactividad en el circuito mesocorticolimbico de recompensa cerebral (Jones et al., 1992;
Brenes & Fornaguera, 2008; Whitaker et al., 2013; Bastle, 2016; Karkhanis et al., 2019) Por
ejemplo, Whitaker et al., (2013) demostraron que la privacion social durante la adolescencia
temprana y media (DP 21-42) mejora el CPP inducido por anfetamina y etanol y genera
mayor resistencia a la extincion, en comparacion con la condicién de crianza en grupo. En
esta investigacion no se realiz6 una medicion directa de la actividad dopaminérgica, sino que
evalué por medio de estimulacién in vivo, los cambios en los receptores NMDA que se
encuentran altamente relacionados con la activacion de las neuronas dopaminérgicas del
VTA (Zweifel etal., 2009; Wang et al., 2011) y se encontr6 que el aislamiento social mejord
la potenciacion a largo plazo de la transmisién glutamatérgica que esta medida por el receptor
NMDA en el VTA, los autores discuten que este cambio plastico puede estar ocasionando el

aumento en la vulnerabilidad a la adiccién.

La TH ha sido usada en otros estudios como marcador para evaluar las diferencias en
la sensibilidad a un estimulo, por ejemplo Mathews et al., (2019), evaluaron la cantidad de
TH en el NAc frente a la administracion de anfetamina y encontraron que tras la
administracién de este farmaco se aumentan exponencialmente los niveles de TH en el NAC.
Ademas Verheij y Cools, (2008) encontraron que los animales que muestran menor
sensibilidad a la novedad y a las propiedades de incentivo de la anfetamina también muestran
una reduccién en los niveles de TH en el NAc. Esta evidencia ha llevado a proponer quela
TH es un buen indicador de la sensibilidad a un estimulo incentivo, incluso de un estimulo
social. En este sentido, Song et al., (2016) encontraron que las interacciones sociales de por
si, aumentan la actividad de las neuronas dopaminérgicas del VTA y algunos estudios han
mostrado que las neuronas dopaminérgicas del VTA aumentan su actividad en respuesta a
recompensas inesperadas y ante sefiales que predicen la disponibilidad de una recompensa
(Cohen et al., 2012).

Teniendo en cuenta lo anterior, se esperaria que los animales que fueron expuestos a
interaccion social en la Gltima sesidn de condicionamiento hora y media antes de la perfusion,
presentaran mayores niveles de TH respecto a los animales que no fueron expuestos a

interaccion social en dicha sesién. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la expresion
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de TH entre los grupos sociales y los no sociales, ni interaccion entre la exposicion a
interaccion social y las condiciones de crianza. Estos resultados podrian deberse a la
exposicion al ambiente alternativo, ya que en el presente estudio todos los grupos recibieron
cuatro exposiciones a interaccién social y cuatro inyecciones de nicotina, aun que Unicamente
los grupos Ais/So y Gp/So fueron expuestos a interaccién social de forma contextual,
emparejandola con el lado inicialmente no preferido durante las sesiones de CS+, mientras
que los grupos Ais/NoSoc y Gp/NoSoc eran expuestos a interaccion social una hora 'y media
después de las sesiones de CS- en un ambiente completamente diferente al CPP, donde todos

los grupos recibian también una inyeccién de nicotina.

Se sugiere que el simple hecho de ser expuestos a un estimulo incentivo como lo es
la interaccion social o la nicotina, pudo haber aumentado la cantidad de TH en el VTA de
todos los animales, siendo mas prominente en los animales criados en aislamiento. Ademas,
se ha demostrado que inyecciones sistémicas de nicotina en ratas adultas aumentan los
niveles de TH en el VTA, incluso 24 horas después de la administracion de la droga (Ferrari
et al, 2002). Sin embargo, este aumento también evidenciaria la hiperactividad del circuito
dopaminérgico en los animales aislados, ya que todos los animales fueron expuestos cuatro
veces a este farmaco y los resultados indican un aumento de la TH Unicamente en los

animales aislados.

El aislamiento social disminuyo la cantidad de células positivas para oxitocina en el
PVN

Los resultados de la presente investigacion muestran una reduccién no significativa
en el nimero de células oxitocinérgicas en el PVN en los animales criados en aislamiento.
Este hallazgo es consistente con trabajos previos en los que se muestra una reduccion en la
actividad celular de las neuronas en esta area y en otras estructuras del circuito de recompensa
cerebral como el NAc y el VTA (Krimberg et al., 2021). Por ejemplo, Tanaka et al., (2010)
criaron ratas hembras y machos en aislamiento desde el DP 23 al DP 48 y realizaron una
inmunohistoquimica para determinar el nimero de células positivas para oxitocina en el PVN

y encontraron que Unicamente las ratas hembras criadas en aislamiento social mostraban una
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disminucién en el namero de células positivas para oxitocina en el PVN, pero

especificamente en la zona ventral.

Por otro lado, Tanaka et al., (2019) observaron que ratas hembras alojadas en
aislamiento desde el DP 23 hasta el DP 70 mostraban una disminucién en la proporcion de
células fos-positivas en las neuronas oxitocinérgicas en el PVN tras la exposicion a una rata
hembra desconocida, sin embargo no se encontrd el mismo efecto en los animales machos
quienes no difirieron de los animales en grupo. Adicionalmente estos autores realizaron una
prueba comportamental de aproximacion social y encontraron que las hembras criadas en
aislamiento pasaron menos tiempo en la zona de aproximacion respecto al grupo criando en
parejas, por lo que los autores sugieren que dicha disminucion en la actividad de las células
oxitocinérgicas se relaciona con una disminucion en la motivacion para el contacto y la
investigacion social, sin embargo es importante tener en cuenta que se utiliz6 para todos los
casos como estimulo social una hembra sexualmente no receptiva, por tanto el estimulo social
no era equiparable entre ambos sexos y tampoco es comparable con el resultado

comportamental y fisiologico evidenciado en nuestro estudio.

Tanaka et al., (2010) discuten que la reduccién en la actividad del circuito
oxitocinergico ocasionada por la crianza en aislamiento podria ser producto de la privacion
social a la que son expuestos los animales durante el periodo critico del desarrollo, donde la
ausencia de conductas sociales ocasiona interrupciones importantes en el neurodesarrollo
alterando la actividad de otros neuromodulares que a la final afectan la actividad de la
oxitocina cerebral en el PVN. Por ejemplo, los autores discuten que el aislamiento podria
estar afectando la inervacion noradrenérgica del tronco encefalico asi como las entregas
serotoninérgicas moduladas por el ntcleo el rafe al PVN, alterando la sintesis y liberacion de
oxitocina en esta area. Y por su parte Tanaka et al., (2019) exponen que el aislamiento podria
estar afectando también la correcta regulacion y comunicacion de las estructuras del eje HPA,

que se encuentra muy relacionado con la regulacion de la actividad de la oxitocina.

Adicionalmente, Krimberg et al., (2021) presentan mediante una revision sistematica
y un metaanalisis los resultados de doce trabajos en donde se explora el efecto del aislamiento

en la oxitocina cerebral y sus efectos comportamentales en ratas y ratones, los autores
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reportan que el aislamiento social esta asociado consistentemente con una disminucién de los
niveles de los OTR en varias estructuras del circuito de recompensa cerebral, incluyendo el
VTA y el NAc, y estas reducciones en los OTR se ha asociado con alteraciones
comportamentales como aumentos en la agresion, presencia de comportamientos similares a
la ansiedad, hiperactividad y una reduccién en las interacciones sociales y la memoria social.
Sin embargo, no encontraron resultados consistentes en cuanto a posibles cambios en los
niveles de liberacion de oxitocina producto del aislamiento, por tanto es necesario realizar
futuros estudios que evallen este marcador, ya que en la presente investigacion se incluye

Unicamente el conteo de células positivas para oxitocina.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la oxitocina estd mediando la actividad
dopaminérgica del VTA y del NAc, y que los animales aislados parecen tener mayor
liberacion de dopamina ante estimulos incentivos, se podria esperar que los animales aislados
muestren un aumento en este neuropéptido oxitocina que explique el aumento en la
sensibilidad a las propiedades de incentivo de la interaccion social. Sin embargo, estos
hallazgos sugieren que el efecto del aislamiento social es consistente con una reduccion de
la actividad de las células oxitocinérgicas del PVN, que parece no afectar la capacidad
asociativa de la interaccion social, es posible que el aumento en la sensibilidad a las
propiedades de incentivo de la interaccion social se deba sobre todo a el aumento en la
disponibilidad de TH en el VTA, que independientemente de la intensidad de la estimulacion
generada por las células oxitocinérgicas del PVN, muestran mayor liberacion de dopamina.
Ademas, al utilizar como marcador el conteo de las células positivas para oxitocina en el
PVN, no se puede evidenciar su efecto estimulante en las estructuras dopaminérgicas, ya que
no se esté evaluando la cantidad de liberacion o la densidad de los receptores en las neuronas

diana.

Por otro lado, lo que si es claro, es que los cambios en la actividad de la oxitocina
cerebral afectan la emisidon de los comportamientos sociales, aumentando las conductas de
agresividad, ansiedad, hiperactividad y disminuyendo la memoria social (Krimberg et al.,
2021). Al respecto, Litvin & Murakami, (2011) demostraron que la actividad de las neuronas

oxitocinérgicas del PVN aumentaba durante las interacciones sociales y mostraba menor
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actividad en animales con bajos niveles de interaccién social, de igual forma, se ha observado
que la administracién de un agonista de oxitocina facilita el reconocimiento social, mientras
que la administracién de un antagonista interfiere con este proceso (Bielsky & Young, 2004).
Teniendo en cuenta esto, se sugiere que la disminucion en las conductas de investigacion
observado en los animales aislados, se podria relacionar con la reduccion en el nimero de
células oxitocinérgicas del PVN, que estaria afectando concretamente los comportamientos

de investigacion social y no de juego social.
Consideraciones metodologicas y perspectivas futuras

Si bien nuestros resultados sugieren que la crianza en aislamiento social puede
incrementar la sensibilidad de los animales a las propiedades de incentivo de la interaccion
social, aumentando la actividad del circuito de recompensa cerebral dopaminérgico
mesocorticolimbico, ain no es claro cual podria ser la implicacion de la reduccién en el
numero de células positivas para oxitocina en el PVN, ya que las proyecciones de dichas
células hacia el NAc y el VTA, media el tono dopaminérgico implicado en el procesamiento
de los estimulos social (Young & Wang, 2004; Shamay- Tsoory et al., 2016; Xiao et al.,
2017; Hung et al.,2017. Por tanto, resulta necesario realizar investigaciones adicionales en
las que se evalUe el efecto del aislamiento no solo en el nimero de células positivas para
oxitocina en el PVN, si no también sobre la densidad de las proyecciones y de los receptores
para oxitocina, asi como en la liberacion de oxitocina en las principales estructuras del
circuito de recompensa cerebral, ya que el nimero de células por si mismo no brinda

informacion suficiente sobre la interaccion de estos dos sistemas.

Se sugiere el uso de otras técnicas de analisis histoldgico y fisiolégico que permitan
identificar cambios en la relacion de estos neurotransmisores. Igualmente, seria importante
determinar la actividad de la TH por medio de un marcador mas especifico como la TH-
fosforilada que permitiria rastrear directamente la sintesis de dopamina (Liang et al., 2012)
o la inclusién de marcadores tanto para TH como para oxitocina en estructuras como el

hipocampo, la BLA, la CPFm y el nlcleo supradptico- esto podria resultar beneficioso ya
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que se ha demostrado que estas estructuras participan en el procesamiento de la interaccion
social (Tribollet et al. 1989; Ddlen et al., 2013)

Respecto a los indicadores comportamentales, serian interesantes estudios futuros en
los que se incluya un andlisis mas detallado de los comportamientos sociales, incluyendo el
registro de las conductas de evitacion social, las frecuencias de iniciacién de juego por cada
animal, ademas de evaluar caracteristicas individuales de dominancia y sumisién que
permitan entender mejor la relacion entre las conductas de juego con sus propiedades de
incentivo en una prueba de condicionamiento de lugar. Como se mencion6 previamente, el
uso del tiempo bruto no es suficiente para abordar la complejidad de las interacciones
sociales. De igual forma, es importante mencionar que dado al disefio experimental del
presente trabajo, el analisis estadistico de la correlacion entre las conductas de juego y el
delta del CPP, se realizd con solo ocho animales en cada condicién de crianza, por lo que es
necesario realizar futuras investigaciones con una muestra mas representativa que permita

contrastar los resultados obtenidos.

De igual forma, seria de provecho realizar estudios comportamentales con mediciones
fisiologicas adicionales que exploren el efecto del aislamiento social durante la adolescencia
en las propiedades de incentivo de la interaccion social con otros paradigmas, por ejemplo
utilizando el paradigma de conducta prosocial de liberacion (Parra-Cruz et al., 2023; Ben-
Ami Bartal., 2014) o pruebas de eleccion prosocial (Hernandez- Lallement et al.,2015;
Marquez et al.,2015). La exploracion de esta variable con diversos paradigmas podrian
aportar a la construccion de un conocimiento solido respecto a el efecto del asilamiento en
las propiedades de incentivo de interaccion social. De igual forma, realizar la evaluacién de
los patrones de las conductas sociales en diferentes momento del ciclo vital y en diferentes
contexto sociales podrian aportar informacién valiosa sobre como la crianza en privacion
social esta alterando el adecuado desarrollo de conductas sociales frente a contextos

especificos.

Adicionalmente, la inclusién de andlisis correlaciones entre medidas fisiologicas y
comportamentales podria enriquecer y permitir corroboran hipétesis de forma mas precisa,

por ejemplo, se sugiere realizar una investigacion donde se evalten los niveles de TH luego



| 59

Discusion

de la prueba y se realice un analisis de correlacion con el indicador de CPP. De igual forma,
realizar analisis de correlacion entre los patrones de interaccion social y el nimero de céelulas
oxitocinérgicas del PVN, podrian demostrar si efectivamente la disminucion de las conductas
de juego se debe a la disminucion en el nimero de células oxitocinérgicas. Ya que dichos
analisis no fueron posibles en la presente investigacion debido a el numero limitado de

animales de los cuales se obtuvo una muestra fisioldgica.

Es importante recordar que el presente estudio se desarroll6 en el marco del proyecto
titulado “Evaluacion conductual y neurobioldgica del estrés social temprano como
modulador de la interaccion entre nicotina y refuerzo social en ratas adolescentes” razon por
la cual, se presentaron algunas limitaciones metodoldgicas como la exposicién a nicotina en
el ambiente alternativo y el nimero limitado de sujetos en los analisis fisioldgicos. Sin
embargo, los resultados son claros en indicar que el aislamiento social est4 alterando el
procesamiento de la interaccion social. Estos hallazgos cobran importancia ya que son
consistentes con lo reportado en estudios con humanos sobre las consecuencias del
aislamiento social en las conductas sociales, por ejemplo Cohen et al., (2012) y Benitez et
al., (2016) encontraron que el aislamiento social durante la adolescencia tiende a causar
problemas para formar vinculos sociales estables, y el presente estudio deja en evidencia
como el aislamiento social durante la adolescencia est4 afectando de forma diferencial los
patrones de interaccion social de juego e investigacion, mostrando una falencia en la emision

de conductas sociales adecuadas al contexto como la investigacion previo a el juego.
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Anexos
Anexo 1. Operacionalizacion de las conductas de interaccion social.
Juego social

Abalanzar. Un animal se acerca o toca con el hocico el cuello del compafiero con
fuerza y velocidad.

Inmovilizar . Los sujetos ruedan en el suelo. Utilizan sus patas traseras y delanteras
para tomar una posicion de ventaja sobre su comparfiero. Un sujeto utiliza su peso corporal
para inmovilizar en el suelo a su compariero. El sujeto sometido utiliza sus patas traseras o
delanteras para tratar de librarse de la inmovilizacion.

Perseguir. Un animal corre o se aleja rdpidamente del atacante y el otro animal le
persigue con velocidad, el hocico del animal que persigue NO esta dirigido a la zona
anogenital del otro animal. Un sujeto se movera con una velocidad aparentemente mayor a
la de caminar, mientras que su compafero lo sigue a una velocidad similar, dando la

impresion de querer acercarse o alcanzar al primer sujeto.

Investigacion Social

Deteccién anogenital. Un sujeto dirige el hocico hacia la parte genital del comparfiero
0 un sujeto acerca su hocico a la parte genital de su compafiero mientras que esté se encuentra
erguido sobre sus patas traseras o apoyado sobre el dorso del otro sujeto. También se observa
deteccidn anogenital cuando ambos sujetos se persiguen en circulos dirigiendo sus hocicos a

la zona genial del compariero.

Olfatear. Un sujeto se aproxima hacia su compafiero, acerca su hocico y lo olfatea o
acercar las vibrisas a alguna parte del cuerpo del compafiero No se tendra en cuenta aquellos
olfateos donde los sujetos realicen la conducta por lapsos menores a 2 segundos. Tampoco
sera tenido en cuenta como olfateo, cuando los sujetos se encuentren frente a frente y junten

sus hocicos.
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Tocar con Patas. Un sujeto ubica una o dos de sus patas sobre el dorso de su

compariero. Otra forma de tocar con patas se observa cuando un sujeto erguido sobre sus

patas traseras toca a su compariero con una o dos de sus patas delanteras mientras este lo

detecta anogenital mente.

Anexo 2. ANOVA analisis linea de base preferido, no preferido y centro.

Prueba de esfericidad de Mauchly?

Efecto Epsilon®
intra- W de Aprox. Chi- Greenhouse-
sujetos Mauchly cuadrado gl Sig. Geisser
lado ,937 2,470 2 291 ,941
Pruebas de efectos intra-sujetos
Origen Suma de gl Media F Sig. Eta Parametro  Potencia
cuadrados cuadratica parcial al de no observada
cuadrado centralidad
Lado Esfericidad  689909,477 2 324747,262 135,247 <,001 776 270,494 1,000
asumida
Greenhouse- 689909,477 1,882 345188,019 135,247 <,001 176 254 477 1,000
Geisser
Huyh-Feldt  689909,477 2,000 324747,262 135,247 <,001 176 270,494 1,000
Limite 689909,477 1,000 649494524 135247 <,001 776 135,247 1,000
inferior
Lado* Esfericidad 14499,633 6 2416,606 1,006 427 ,072 6,039 ,375
Tratamiento asumida
Greenhouse-  14499,633 5,645 2568,715 1,006 ,425 ,072 5,681 ,361
Geisser
Huyh-Feldt 14499,633 6,000 2416,606 1,006 427 ,072 6,039 ,375
Limite 14499,633 3,000 4833,211 1,006 ,400 ,072 3,019 ,253
inferior
Error Esfericidad  187288,863 78 2401,139
(LADO) asumida
Greenhouse- 187288,863 73,381 2552,276
Geisser
Huyh-Feldt  187288,863 78,000 2401,139
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Pruebas de efectos inter-sujetos
Origen Suma de gl Media F Sig. Eta Pardmetr  Potencia
cuadrado cuadrética parcial odeno observada
S al centralida
cuadrad d
0
Interseccion ~ 5160000,0 1 5160000,0 2,766E+19 <,001 1,000 2,766E+19 1,000
Tratamiento ,000 3 ,000 ,000 1,000 ,000 ,000 ,050
Error 7,276E-12 39 1,866E-13
a. Se ha calculado utilizando alpha = ,05
Limite 187288,863 39,000 4802,279
inferior
a. Se ha calculado utilizando alpha = ,05
Post Hoc Comparaciones — grupos experimentales
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia
Q)] de medias Limite
(I) Tratamiento Tratamiento I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior Superior
GR_NO _SOC GR_SOC 1,066E-14 ,000 1,000 -3,990E-7 3,990E-7
ISO_NO_SOC 3,242E-14 ,000 1,000 -3,804E-7 3,804E-7
ISO_SOC 4,707E-14 ,000 1,000 -3,616E-7 3,616E-7
GR_SOC GR_NO SOC  -1,066E-14 ,000 1,000 -3,990E-7 3,990E-7
ISO_NO _SOC 2,176E-14 ,000 1,000 -3,804E-7 3,804E-7
ISO_SOC 3,642E-14 ,000 1,000 -3,616E-7 3,616E-7
ISO_ NO _SOC GR_NO _SOC -3,242E-14 ,000 1,000 -3,804E-7 3,804E-7
GR_SOC -2,176E-14 ,000 1,000 -3,804E-7 3,804E-7
ISO_SOC 1,465E-14 ,000 1,000 -3,410E-7 3,410E-7
ISO_SOC GR_NO_SOC -4,707E-14 ,000 1,000 -3,616E-7 3,616E-7
GR _SOC -3,642E-14 ,000 1,000 -3,616E-7 3,616E-7
ISO NO SOC -1,465E-14 ,000 1,000 -3,410E-7 3,410E-7

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1,658E-13.
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Intervalo de confianza al 95%

(I Treatment (DHlado Media Desv. Error Limite inferior Limite superior
GR_NO _SOC 1 126,914 12,681 101,264 152,565
2 193,748 12,275 168,920 218,576
3 279,338 14,903 249,194 309,482
GR_SOC 1 118,549 12,681 92,898 144,199
2 203,130 12,275 178,302 227,958
3 278,322 14,903 248,178 308,466
ISO NO SOC 1 99,655 11,471 76,453 122,857
2 189,936 11,103 167,478 212,394
3 310,409 13,480 283,142 337,675
ISO_SOC 1 118,506 10,168 97,940 139,072
2 181,316 9,842 161,410 201,223
3 300,177 11,949 276,008 324,347

Post Hoc Comparaciones- lado

Diferencias de

(Dlado (J)lado media (I-J)

Desv. Error  Sig.

b

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior

1 2 -76,126*
3 -176,155*
2 1 76,126*
3 -100,029*
3 1 176,155%*
2 100,029*

9,312 <,001
11,536 <,001
9,312 <,001
11,246 <,001
11,536 <,001
11,246 <,001

-99,422
205,014
52,831
-128,164
147,297
71,894

-52,831
-147,297
99,422
-71,894
205,104
128,164

Contrast Tables

Custom Contrast - Condicion =k Social %k Sesion

Comparison Estimate

SE df

t P

1 5.389
2 -28.351
3 -27.817
4 -66.359

22.058 39.000 0.244 0.808
22.058 39.000 -1.285 0.206
19.952 39.000 -1.394 0.171
17.686 39.000 -3.752 <.001
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Custom Contrast Coefficients - Condicion %k Social %k Sesion

Comparison Comparison Comparison Comparison

Condicion  Social Sesion 1 5 3 4
Aislado  NoSocial Linea de 0 0 1 0
base
Grupo 1 0 0 0
Aislado  Social 0 0 0 1
Grupo 0 1 0 0
Aislado  NoSocial Prueba 0 0 -1 0
Grupo -1 0 0 0
Aislado  Social 0 0 0 -1
Grupo 0 -1 0 0
Anexo 3. Andlisis tiempo brutos linea de base y prueba
ANOVA tiempo bruto en lado no preferido

Within Subjects Effects

Cases Sum of Squares df Mean Square F p 1%
Sesion 24167.938 1  24167.938 11.038 0.002 0.221
Sesion =k Condicion 6656.041 1 6656.041 3.040 0.089 0.072
Sesion 3 Social 7106.901 1 7106.901 3.246 0.079 0.077
Sesion = Condicion = Social 29.981 1 29.981 0.014 0.907 3.510x10*
Residuals 85391.570 39 2189.527

Note. Type Il Sum of Squares

Between Subjects Effects

Cases Sum of Squares df Mean Square F P M
Condicion 440541 1 440.541 0.160 0.691 0.004
Social 6334.722 1 6334.722 2.304 0.137 0.056
Condicion = Social 1265.741 1 1265.741 0.460 0.501 0.012
Residuals 107215.889 39 2749.125

Note. Type Il Sum of Squares

Test for Equality of Variances (Levene's)
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Between Subjects Effects
Cases Sum of Squares df Mean Square F PN
F dfl df2 p
NP-Pretest 0.543 3 39 0.655
NP-Test 0.699 3 39 0.558
Post Hoc Tests
Post Hoc Comparisons - Sesion
Mean Difference SE Cohen's d phoim
Linea de base Prueba -29.285 10.259 -2.854  -0.589 0.007
Note. Results are averaged over the levels of: Condicion, Social
Post Hoc Comparisons - Condicion % Social % Sesion
Mean Cohen’'s
Difference  °C t dq  Phom
Aislado, NoSocial, Grupo, NoSocial, -
Linea de base Linea de base ~3812 22.335 () 471 0077 1.000
Aislado, Social, 8.620 20.022 0.431  0.173 1.000
Linea de base
Grupo, Social, Linea -
de base -13.194 22.335 0.591 -0.266 1.000
Aislado, NoSocial, -
Prueba -27.817 19.952 1394 -0.560 1.000
Grupo, NoSocial, 1577 22335 0071 0.032 1.000
Prueba
Aislado, Social, -
Prueba -57.740 20.022 2 884 -1.162 0.137
Grupo, Social, -
Prueba -41.545 22.335 1.860 -0.836 1.000
Grupo, NoSocial,  Aislado, Social, 12.431 21.231 0.586  0.250 1.000
Linea de base Linea de base
Grupo, Social, Linea -
de base -9.382 23.425 0.401 -0.189 1.000
Aislado, NoSocial, -
Prueba -24.005 22.335 1,075 -0.483 1.000
Grupo, NoSocial, 5.389 22.058 0.244  0.108 1.000
Prueba
Aislado, Social, -
-53.928 21.231 2 540 -1.085 0.327

Prueba
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Post Hoc Comparisons - Condicion % Social % Sesion
Mean Cohen's
Difference o ° g  Pnom
Grupo, Social, -
Prueba -37.733 23.425 1611 -0.759 1.000
Aislado, Social, Linea Grupo, Social, Linea -
de base de base -21.813 21.231 1027 -0.439 1.000
Aislado, NoSocial, -
Prueba -36.436 20.022 1.820 -0.733 1.000
Grupo, NoSocial, -
Prueba -7.042 21.231 0.332 -0.142 1.000
Aislado, Social, -
Prueba -66.360 17.686 3,752 -1.335 0.016
Grupo, Social, -
Prueba -50.165 21.231 5 363 -1.010 0.496
Grupo, Social, Linea  Aislado, NoSocial, -
de base Prueba -14.623 22.335 0.655 -0.294 1.000
Grupo, NoSocial, 14,771 23.425 0.631  0.297 1.000
Prueba
Aislado, Social, -
Prueba -44.546 21.231 2098 -0.896 0.901
Grupo, Social, -
Prueba -28.351 22.058 1285 -0.571 1.000
Aislado, NoSocial,  Grupo, NoSocial, 29.394 22.335 1.316  0.592 1.000
Prueba Prueba
Aislado, Social, -
Prueba -29.923 20.022 1.495 -0.602 1.000
Grupo, Social, -
Prueba -13.728 22.335 0.615 -0.276 1.000
Grupo, NoSocial, Aislado, Social, -
Prueba Prueba -59.317 21.231 2794 -1.194 0.171
Grupo, Social, -
Prueba -43.123 23.425 1841 -0.868 1.000
Aislado, Social, Grupo, Social, 16.195 21.231 0.763  0.326 1.000
Prueba Prueba

Note. P-value adjusted for comparing a family of 28
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ANOVA tiempo bruto en lado preferido

Within Subjects Effects
Cases Sum of Squares df Mean Square F p %

Sesion 89804.128 1  89804.128 53.780 < .001 0.580
Sesion = Condicion 12962.854 1  12962.854 7.763 0.008 0.166
Sesion ¢ Social 40.029 1 40.029 0.024 0.878 6.143x10*
Sesion = Condicion = Social 1239.282 1 1239.282 0.742 0.394 0.019
Residuals 65124.172 39 1669.851
Note. Type Il Sum of Squares
Between Subjects Effects

Cases Sum of Squares df Mean Square F p 1%
Condicion 35.217 1 35.217 0.011 0.916 2.916x10*
Social 1267.846 1 1267.846 0.409 0.526 0.010
Condicion = Social 201.304 1 201.304 0.065 0.800 0.002

Residuals 120756.361 39 3096.317
Note. Type Il Sum of Squares

Test for Equality of VVariances (Levene's)
F  dfl df2 p

P-Pretest 1119 3 39 0.353

P-Test 1801 3 39 0.163

Post Hoc Comparisons - Sesion

Mean Difference SE t Cohen'sd phoim
Linea de base Prueba 60.866 8.959 6.794 1.247 <.001

Note. Results are averaged over the levels of: Condicion, Social

Contrast Tables

Custom Contrast - Condicion % Social %k Sesion
Comparison Estimate  SE df t p
1 -25.254 19.263 39.000 -1.311 0.198
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Custom Contrast - Condicion % Social %k Sesion

Comparison Estimate  SE df t p

2 -45.835 19.263 39.000 -2.379 0.022
3 -91.334 17.424 39.000 -5.242 <.001
4 -81.041 15.445 39.000 -5.247 <.001

Custom Contrast Coefficients - Condicion %k Social %k Sesion

Comparison Comparison Comparison Comparison

Condicion  Social Sesion 1 5 3 4
Aislado  NoSocial Linea de 0 0 -1 0
base
Grupo -1 0 0 0
Aislado  Social 0 0 0 -1
Grupo 0 -1 0 0
Aislado  NoSocial Prueba 0 0 1 0
Grupo 1 0 0 0
Aislado  Social 0 0 0 1
Grupo 0 1 0 0
ANOVA tiempo bruto en centro
Within Subjects Effects
Cases Sum of Squares df Mean Square F p 1%
Sesion 14827.158 1 14827.158 20.395 <.001 0.343
Sesion = Condicion 3287.729 1 3287.729 4.522 0.040 0.104
Sesion ¢ Social 3073.029 1 3073.029 4.227 0.047 0.098
Sesion =% Condicion = Social 4495897 1 4495.897 6.184 0.017 0.137
Residuals 28353.625 39 727.016
Note. Type Il Sum of Squares
Between Subjects Effects
Cases Sum of Squares df Mean Square F p %
Condicion 3440 1 3.440 0.001 0.969 3.802x10°
Social 459821 1 459.821 0.198 0.659 0.005

Condicion = Social 24835 1 24.835 0.011 0.918 2.744x10*
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Between Subjects Effects
Cases Sum of Squares df Mean Square F p %
Residuals 90485.082 39 2320.130

Note. Type Il Sum of Squares

Assumption Checks

Test for Equality of Variances (Levene's)

F dfidf2 p
Centro- Pretest 0476 3 39 0.701
Centro- Test 1.108 3 39 0.357

Post Hoc Tests

Post Hoc Comparisons - Sesion
Mean Difference SE t Cohen'sd  phoim
Linea de base  Prueba -25.799 5.912 -4.364 -0.661 <.001

Note. Results are averaged over the levels of: Condicion, Social

Post Hoc Comparisons - Condicion % Social % Sesion

‘Mean t Cohen's Dholm
Difference d

gsgggé), Social, linea -18.851 15.727 1.1955 -0.483 1.000
Grupo, Soctal, linea -18.893 17.544 | .- -0.484 1.000
Arislado, NoSocial 63517 11497 ; ..o -1.627 < .001
Srrlljg)t?é NoSocial, 34774 17.544 | o0r -0.891 1.000
Qrij:eabdaf” Social, 33533 15.727 ,, 1) -0.859 0.925
Srrﬁgt?é Social, -36.377 17.544 , 1o -0.932 1.000
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Post Hoc Comparisons - Condicion * Social >k Sesion
Di::\ge(arzrr‘\ce SE ' COT”'S Prem
ﬁ;gg%,e'\égiscia" dA;St')ggg Social, linea 8.408 16.677 0504  0.215 1.000
Sg%g‘;ésocm'v linea 8.366 18.400 0.455  0.214 1.000
Austado, NoSocial, 36.258 17.544 , > -0.929 1.000
Grupo, NoSocial, 7515 12.711 .07 0193 1.000
Qrij:aabdao' Social, 6274 16.677 ) poc 0161 1.000
Srfm;)é Social, -9.118 18400 , 5o -0.234 1000
gsgzgg, Social, linea (Cjaerti)gzt,eSOCial, linea -0.042 16.677 0.003; -0.001 1.000
Qrij:idao' NoSocial, 44,666 15.727 , 5,0 -1144 0.165
Grupo, NoSocial, 15.923 16677 ( ocr  -0.408 1.000
Qrij:aabdao' Social, -14.682 10.191 , ,,-  -0.376 1.000
Grupo, Social, 175526 16.677 | o -0.449 1.000
((j;erlég(;éSOCial, linea Qrij‘leabdao, NoSocial, _A4.623 17544 2.544 -1.143 0.351
Grupo, NoSocial, -15.881 18.400 o2 -0.407 1.000
Qrij:idao' Social, -14.639 16.677 | g0 -0.375 1.000
Srrlljé)t?é Social, 17484 12711 | o 0448 1000
Qrij:idao, NoSocial, Srf&lg’t?é NoSocial, 28.743 17.544 1.638  0.736 1.000
Qrij:idao’ Social, 29.984 15.727 1.907  0.768 1.000
Srrl:ft?é Social, 27.140 17.544 1547  0.695 1.000
Srrl:g)é NoSocial, Qrij'e%dao' Social, 1.241 16.677 0.074  0.032 1.000
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Post Hoc Comparisons - Condicion % Social % Sesion
Mean Cohen's
Difference  °C ¢ g Phom
Grupo, Social, -
Prueba -1.603 18.400 0.087 -0.041 1.000
Aislado, Social, Grupo, Social, -
Prueba Prueba -2.844 16.677 0.171 -0.073 1.000
Note. P-value adjusted for comparing a family of 28
Anexo 4. Andlisis conductas de interaccién social
ANOVA tiempo de juego
Mitin Subjects Effects
Cases Sum of Squares df Mean Square F p 1%
Sesion 61905.424 1  61905.424 19.469 <.001 0.520
Sesion s Treatment 4080.400 1 4080.400 1.283 0.272 0.067

Residuals 57235.501 18 3179.750
Note. Type Il Sum of Squares

Between Subjects Effects

Cases Sum of Squares df Mean Square F p n%
Treatment 1.170x10* 1 1.170x10%¢ 203.798 < .001 0.919
Residuals 103369.370 18 5742.743

Note. Type Il Sum of Squares

Assumption Checks

Test for Equality of Variances (Levene's)
F dfl df2 p

JG1CS 2122 1 18 0.162

JG2CS 3.744 1 18 0.069

Post Hoc Tests

Post Hoc Comparisons - Sesion
Mean Difference SE t  Phoim
1 SESION 4 SESION -78.680 17.832-4.412 <.001
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Post Hoc Comparisons - Sesion

Mean Difference SE t  Pholm
Note. Results are averaged over the levels of: Treatment

Post Hoc Comparisons - Treatment * Sesion
Mean Difference SE t Pholm

(Gp/ 1 SESION) (Iso/ 1 SESION) -362.305 29.871 -12.129 < .001
(Gp/ 4 SESION) -98.880 25.218 -3.921 0.002
(Iso/ 4 SESION) -420.785 29.871 -14.087 < .001
(Iso/1 SESION) (Gp/ 4 SESION) 263.425 29.871 8.819 < .001
(Iso/ 4 SESION) -58.480 25.218 -2.319 0.032
(Gp/ 4 SESION) (Iso/ 4 SESION) -321.905 29.871 -10.777 < .001

Note. P-value adjusted for comparing a family of 6

Post Hoc Comparisons - Treatment
Mean Difference SE t Pholm
(Gpl/, so) (Iso/ so) -342.105 23.964 -14.276 < .001

Note. Results are averaged over the levels of: Session

ANOVA tiempo de Investigacion
Stest.A

[1] 73.40281
Sp.value.A

[1] 1.606226e-07
Stest.B

[1] 77.0449
Sp.value.B

[1] O

Stest.AB

[1] 0.003767661

Sp.value.AB



[1] 0.9510556

Savg.ranks

[1,] 35.2 20.8
[2,] 20.1 5.9

Srel.effects

[1,] 0.8675 0.5075

[2,] 0.4900 0.1350
Anexo 5. Andlisis de correlacion

Correlacion grupo

Spearman's Correlations

Variable JG 4 CS+Delta con NP
1.JG 4 CS+ Spearman’s rho —
p-value —
Upper 95% ClI —
Lower 95% ClI —
2. Delta con NP Spearman'srho  -0.310
p-value 0.462

Upper 95% CI 0.615
Lower 95% CI -0.926

*p<.05 **p<.01, ***p<.001

Correlacién Aislado

Spearman’s Correlations

Variable JG 4 CS+ Delta con NP
1.JG4CS+  Spearman's rho —
p-value —
Upper 95% ClI —
Lower 95% ClI —

2. Delta con NP Spearman'srho  -0.595
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Spearman’s Correlations
Variable JG 4 CS+Delta con NP
p-value 0.132 —
Upper 95% ClI 0.189 —
Lower 95% ClI -0.916 —
*p <.05, ** p <.01, *** p <.001
Analisis de correlacion con coeficiente usado em Douglas
Animales aislados
Correlacion Tabla
Pearson Spearman
n r p rho p
JG 4 CS+ - Coeficiente CPP test 8 -0.901 0.002 -0.952 0.001
Animales Grupo
Correlacion Tabla
Pearson Spearman
n r p rho p
JG 4 CS+ - Coeficiente CPP test 8 -0.276  0.508 -0.405  0.327
Anexo 6. Andlisis medidas fisiologicas
ANOVA densidad integrada Tirosina Hidroxilasa
ANOVA - IntDen (AU) 1
Cases Sum of Squares df Mean Square F p %
Condicion 1232.316 1 1232.316 9.367 0.007 0.369
Social 428586 1 428.586 3.258 0.090 0.169
Condicidn = Social 45904 1 45904 0.349 0.563 0.021

Residuals 2104.890 16 131.556
Note. Type Il Sum of Squares




Assumption Checks

Test for Equality of Variances (Levene's)
F dfl df2 p
1.940 3.000 16.000 0.164

Post Hoc Tests

Standard

Post Hoc Comparisons - Condicion
Mean Difference SE t Pholm
GP ISO -15.699 5.129 -3.061 0.007

Note. Results are averaged over the levels of: Social

Post Hoc Comparisons - Social
Mean Difference SE t  Pphom
NO_SOCIAL SOCIAL 9.258 5.129 1.805 0.090

Note. Results are averaged over the levels of: Condicion

Post Hoc Comparisons - Condicion % Social

Mean Difference SE t  Phoim

GP NO_SOCIAL ISO NO_SOCIAL -18.729 7.254 -2.582 0.100
GP SOCIAL 6.228 7.254 0.859 0.776
ISO SOCIAL -6.441 7.254 -0.888 0.776
ISO NO_SOCIAL GP SOCIAL 24.958 7.254 3.440 0.020
ISO SOCIAL 12.288 7.254 1.694 0.400
GP SOCIAL ISO SOCIAL -12.669 7.254 -1.746 0.400

Note. P-value adjusted for comparing a family of 4

ANOVA oxitocina conteo

ANOVA - oxitocina count

Cases Sum of Squares df Mean Square F P M
Condicion 835.860 1 835.860 4.274 0.058 0.234
Social 150.298 1 150.298 0.769 0.395 0.052

Condicion = Social 36.947 1 36.947 0.189 0.670 0.013
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ANOVA - oxitocina count

Cases Sum of Squares df Mean Square F P N

Residuals 2737.726 14 195.552

Note. Type Il Sum of Squares

Assumption Checks

Test for Equality of Variances (Levene's)
F dfl df2 p
2.406 3.000 14.000 0.111

Post Hoc Tests

Standard

Post Hoc Comparisons - Condicion
Mean Difference SE t Pholm
GP 1SO 13.949 6.633 2.103 0.054

Note. Results are averaged over the levels of: Social
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