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Resumen

La conducta agresiva es un comportamiento abierto y complejo con la
intencién de infligir dafio y/o realizarlo, o la amenaza de dafio a otro individuo.
Surge de la interaccién social entre los miembros de una misma especie o entre
diferentes especies y sus expresiones son diversas, de acuerdo a las necesidades
vitales de los individuos. Para los roedores, la estructura con mayor relevancia al
momento de establecer las interacciones sociales es el bulbo olfatorio (BO), una
estructura que, curiosamente, ha sido dejada de lado al momento de estudiar la
conducta agresiva. Describir los circuitos neuronales especificos y los procesos
neurobioldgicos responsables de generar las respuestas agresivas, no es tarea facil.
El sistema de neurotransmisién clasicamente asociado a la agresiéon es el
serotonérgico y da origen a la hipoétesis de deficiencia serotonérgica de la agresion.
Este sistema inerva gran parte del encéfalo. La serotonina (5-HT) se produce
mayoritariamente a nivel de los ntcleos del rafe. Otro de los sistemas implicados
en la conducta agresiva, es el sistema GABAérgico. A su vez, los esteroides
neuroactivos modulan una amplia variedad de funciones fisiolégicas y
comportamentales. Allopregnenolona (Allo) se encuentra dentro de los esteroides
neuroactivos mas estudiados en la actualidad. Este es un metabolito activo de
progesterona que actta como modulador alostérico del receptor GABA4 e influye
en una amplia gama de fendmenos cognitivos, en respuesta al estrés y diferentes

variantes comportamentales.

En este trabajo de tesis doctoral, se evaluaron los efectos de Allo i.c.v. en un
modelo de ratas macho con rasgos de agresion territorial ofensiva; inducida por la
deplecion del sistema serotonérgico, por para-Clorofenilalanina (pCPA) i.p.. Para
establecer la validez del modelo, en primera instancia, se ordenaron de menor a
mayor grado cualitativo, las conductas agresivas presentes en la especie y cepa y
se evaluaron en una prueba residente-intruso (RI), tres y seis dias posteriores a la
administracién i.p. de pCPA. Estos resultados permitieron establecer que seis dias
pos-pCPA, presentan el mayor grado de conducta agresiva, por lo que se lo

seleccioné para la ejecucion de la totalidad de las evaluaciones comportamentales;



pruebas neuroquimicas y genéticas desarrolladas en el bulto olfatorio. Teniendo en
cuenta la importancia del BO en las conductas de interaccién social en ratas y la
inervacién serotonérgica desde el rafe hacia dicha estructura, se evalué tanto la
concentracion de 5-HT y su principal metabolito 5-HIAA, como la expresion de

ARNm de la enzima de paso de sintesis cerebral de 5-HT, TPH2.

Con el objetivo de evaluar el rol modulador de Allo sobre esta conducta, se
procedi6 al desarrollo de un protocolo quirtrgico estereotdxico para implantar una
canula fija en el tercer ventriculo cerebral, seis dias previos a la administracién de
pCPA. Con este protocolo se evaluaron las conductas agresivas de los animales,
seis dias pos-pCPA en una prueba RI, y 30 min previos a la prueba se administré
Allo (6 pM) i.c.v. Posteriormente, se evaluaron en el BO las concentraciones de 5-
HT y 5-HIAA. Como Allo modula alostéricamente al receptor GABAA y el BO
posee una rica inervacion GABAérgica, se evalud las expresion de ARNm de las

subunidades GABAAq1, GABAAas, en paralelo con TPH2.

Se evalu6 también la participacion de los sistemas de neurotransmision
serotonérgicos y GABAérgicos. Para ello, se utilizé el protocolo de intervencién
quirtargica para la implantacién de una canula en el tercer ventriculo cerebral. Se
administraron un antagonista GABAA y un agonista serotonérgico en (el mismo
protocolo de administracion pCPA) realizando evaluaciones de la conducta

agresiva en el paradigma de residente intruso.

Al analizar los resultados se observaron diferencias significativas en las
conductas agresivas posteriores a la administracion i.p. de pCPA y, a partir de las
conductas cualitativamente més agresivas, se estableci6 el dia para los estudios
neuroquimicos y genéticos. Se observé disminucién de la concentraciéon de 5-HT y
aumento del catabolismo serotonérgico, sin modificacién de la concentracién del

metabolito 5-HIAA, simultdneamente a un aumento de la expresiéon del ARNm de

TPH2 en el BO.

Por otra parte, la administraciéon de Allo i.c.v. produjo una disminucién de
la conducta agresiva en los animales con deplecién, junto con un aumento de la

concentracion de 5-HT, 5-HIAA y del catabolismo serotonérgico. Ademas,



disminuy6 la expresion del ARNm de GABAAaa1, sin modificacion de la expresion

del ARNm de GABAasen el BO.

El antagonismo del sistema GABAérgico y agonismo serotonérgico nos
permitié observar un aumento de la conducta agresiva en su expresion
cuantitativa absoluta, pero una disminuciéon de las conductas cualitativamente

mas agresivas.

Los resultados obtenidos nos ponen en evidencia la importancia adaptativa
de la conducta agresiva en el contexto de territorialidad y nos permiten concluir
que Allo posee un efecto modulatorio positivo sobre dicha conducta. Los
mecanismos neurofisiologicos rapidos involucrados en esta conducta guardan una
estrecha relacion con el BO, la estructura de mayor importancia en el ingreso
sensorial, reconocimiento del contexto y condicién natural de individuo gregario.
Finalmente, nuestros resultados evidencian fuertemente, que Allo podria ser
beneficiosa para el tratamiento de diversas enfermedades psiquiatricas que poseen

en sus signos mas relevantes la agresion desadaptativa o patoldgica.



CAPITULO 1

Introducciéon
1. Agresion

1. 1. Consideraciones Generales

La agresion se define como un comportamiento abierto con la intencién de
infligir dafio y/o realizarlo, o como la amenaza de dafio a otro individuo
(Bartholow, 2018). Es una conducta de caracter social que puede surgir entre
miembros de distintas especies (interespecifica) o de la misma especie
(intraespecifica) (Nelson y Trainor, 2007). En general, los conflictos surgen por el
estatus social o por recursos limitados, como: las parejas, la comida y los
territorios. Los comportamientos agresivos varian desde letales a sutiles y existen
siempre que los intereses de dos o mas individuos entran en conflicto (Lorenz,
1971; Svare, 1983). Es precisamente la interacciéon social la que decide qué
individuo gana estatus o acceso al recurso en disputa, incluso en casos en los que
una postura o gesto de sumisiéon de un individuo evite la pelea (Miczek et al.,
2011). Existen reglas especificas en las especies y situaciones para regular la
agresion. Estas pueden excederse en cantidad y cualidad, lo que transforma a la
conducta en una respuesta desadaptativa. Esta forma desadaptativa de agresion
en humanos suele intercambiarse con la palabra violencia. La Figura 1.1. muestra
la taxonomia y diversidad de los comportamientos agresivos en humanos y no

humanos.

Agresion

T

Humanos % No humanos
Impulsivas-  Defensivas Predeterminadas o Filogenia y Distales y
Reactivas Instrumentales Ontogenia Proximales

[\

Desadaptativo ) X
P Ofensivas  Defensivas

Adaptativo Patolégico

Figura. 1. 1. Taxonomia de las conductas agresivas en humanos y no humanos.



1. 2. Comportamientos agresivos en humanos

En los humanos, las normas sociales establecen limites para determinar lo
que se acepta como comportamientos agresivos normativos (de acuerdo a las
normas culturales y/o juridicas). Sin embargo, la variedad de comportamientos
interpersonales anormales, clasificados como violentos, es un problema grave de
salud social y mental (Ferris et al., 2008). A su vez, las personas agresivas tienen
tasas mas altas de enfermedades mentales en comparacién con personas no
agresivas (Manchia et al., 2017). Las enfermedades o trastornos psiquidtricos, que
especifican el comportamiento agresivo en su descripcion semioldgica, incluyen:
esquizofrenia, psicosis reactiva breve, trastorno de ansiedad, trastorno de
adaptacion, trastorno de control de los impulsos, trastorno de personalidad
antisocial, trastorno por déficit de atencién, trastornos del dnimo, trastorno de
estrés postraumatico, autismo y abuso de sustancias (Blair et al., 2006; Boles y
Miotto, 2003; Manchia et al., 2017; Raine, 2002; Rydén et al., 2009; Viding et al.,
2007; Volavka, 2013). Asimismo, la semiologia de cada una de estas patologias
presenta, en su complejidad, variadas expresiones del comportamiento agresivo.

La taxonomia de las conductas agresivas més utilizada y con mayor valor
heuristico, que guia las lineas de investigaciéon en humanos, se divide en dos:
impulsivas-reactiva y premeditadas o instrumentales (Siever, 2008), y ambas
pueden desencadenar una forma de agresion patoldgica. A su vez, es importante
agregar una tercera forma de agresion: la agresion defensiva. A partir de ellas,
surgen las lineas de investigacion basica, que informan los mecanismos

neurobiolégicos y neuroendécrinos subyacentes a las mismas.
1. 2. 1. Tipos de Agresion Humana
1. 2. 1. 1. Impulsivas-reactivas
La forma de agresién impulsiva, a menudo, va acompafiada de

desinhibiciéon e inestabilidad afectiva, pero no necesariamente de tendencias

antisociales. Puede asociarse con lesiones neurolégicas especificas que involucran



a los l6bulos temporales o frontales, con abuso de sustancias o con rasgos
temperamentales y de personalidad (Boles y Miotto, 2003). A su vez, se
manifiestan en eventos explosivos, descontrolados, acompanados de ira o miedo,
caracterizados por altos niveles de excitacion y, a veces, también, por ser
autodirigidos.

El creciente cuerpo de datos empiricos documenta el vinculo de la agresion
impulsiva con causas biolégicas y ambientales, asi como con factores de respuesta
al tratamiento farmacolégico o psicolégico (Coccaro, 2010; Coccaro y Kavoussi,
2010). Existe una asociacion entre la agresiéon impulsiva con anormalidades
especificas de sistemas de neurotransmisores o de los sistemas hipotalamico y
limbico (Archer, 2006; Stoff y Cairns, 2014). Entre los hallazgos mas consistentes se
destaca, por un lado, la reduccién de la actividad serotonérgica en personas con
agresion impulsiva, manifestada por la disminucién de la concentracién de uno de
los metabolitos de serotonina (5-HT), el 4cido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), en el
liquido cefalorraquideo (LCR) (Brown et al., 1979; Linnoila et al. ,1983), y, por otro,
la dependencia de la actividad hormonal, mas especificamente de testosterona y

cortisol (van Honk, 2010).

1. 2.1. 2. Premeditadas o instrumentales

La forma de agresiéon premeditada o instrumental se presenta en un
contexto de comportamiento antisocial persistente. Estas personas son menos
propensas a presentar inestabilidad afectiva y su comportamiento agresivo
generalmente estd orientado a un objetivo. El agresor inicia la conducta con la
finalidad de lograr una meta, que no es necesariamente el dafio fisico de la
victima, aunque muchas veces redunde en dafio (van Honk, 2010).

Las personas que manifiestan esta forma de agresién suelen presentar un
nivel de excitaciéon bajo, muestran baja frecuencia cardiaca y la conductancia de la
piel es baja (Stoff y Cairns, 2014). Adicionalmente, estd regulado por sistemas
corticales superiores y es menos dependiente del sistema hipotaldamico y limbico,
que median la agresiéon impulsiva, y probablemente menos dependiente de

hormonas que otros tipos de agresiéon (van Honk, 2010).



1. 2. 1. 3. Defensivas

La forma de agresiéon defensiva surge como respuesta a situaciones de

hostilidad, ya sea por agresores con caracteristicas impulsivas o premeditadas

(Stoff y Cairns, 2014).

1. 3. Comportamientos agresivos en no humanos

Los comportamientos agresivos humanos y no humanos tienen algunas
caracteristicas comunes, pero la mayoria de las agresiones animales son menos
complejas. Al estudiar la agresiéon en animales, es importante tener en cuenta la
etologia del comportamiento e incluir el desarrollo ontogenético y filogenético en
la funcionalidad del individuo y la especie, respectivamente. Los et6logos han
caracterizado la importancia adaptativa final de los patrones sobresalientes de los
diferentes tipos de agresion y la relacién costo/beneficio que representan (Lorenz,
1971; Marler, 1976; Tinbergen, 1968). Para ello, han examinado los origenes
ontogenéticos y filogenéticos del comportamiento y las causas distales y
proximales que los originaron. De los origenes y causas, deriva la division que se

explica a continuacion.

1. 3. 1. De acuerdo a la filogenia y ontogenia

1.3.1.1. Adaptativa

Estos comportamientos ocurren cuando los individuos compiten por
alimento, agua y otros recursos necesarios para la supervivencia y la reproduccion;
cuando defienden su territorio o descendencia, como en la agresion territorial y
maternal, o en respuesta a la frustraciéon o el miedo (Nelson y Trainor, 2007;
Miczek et al., 2001). Por lo que, participar en una interaccién de caracter agresivo,
a menudo, es beneficiosa para el individuo y la especie. Las sefales agresivas
posturales y acciones propiamente dichas son utilizadas por el animal para

alcanzar objetivos especificos o para defenderse de amenazas y ataques reales



(Miczek et al., 2002). Un ejemplo de ello, son los enfrentamientos para establecer
las jerarquias de dominio en un territorio, que se establecen y mantienen a través

de confrontaciones entre machos rivales (Brain y Benton, 1979; Miczek et al., 2001).

1. 3. 1. 2. Desadaptativa o Patolégica

Los comportamientos agresivos desadaptativos tienen componentes, tanto
cuantitativos como cualitativos, que exceden los niveles normativos de las especies
(Haller y Kruk 2006; Nelson y Trainor, 2007; Takahashi y Miczek, 2014). Se
caracterizan por ser provocados facilmente, es decir, tienen umbral bajo y latencia
corta; se presentan con alta tasa de ataques, generan dafio en los tejidos corporales
(generalmente estdn dirigido a partes vulnerables del cuerpo); no pueden
identificar a un oponente de acuerdo con su naturaleza, sexo y ubicacién; no
logran finalizar los estallidos agresivos; no logran identificar las sefales de

apaciguamiento, y hay insensibilidad de las consecuencias a largo plazo (Miczek

et al., 2004).

1. 3. 2. De acuerdo a las condiciones distales y proximales

1.3.2.1. Ofensivo

Los comportamientos agresivos ofensivos son aquellos que se presentan en
individuos no humanos que inician la conducta. Se observa en interacciones entre
machos maduros y la mayoria de las investigaciones sobre la genética y
neurobiologia de la agresién estudian este tipo particular de agresiéon. En el caso
de los roedores, el espectro de conductas estd altamente estereotipado y
ritualizado e incluye pisadas, persecuciones, falsas montas, trabas de ataque,
ataques laterales y mordidas (Takahashi y Miczek, 2014). El ataque generalmente
se dirige hacia areas del cuerpo menos vulnerables como la espalda y los flancos

del oponente (Blanchard et al., 2001).



1. 3. 2. 2. Defensiva

Los comportamientos defensivos se producen en respuesta a estimulos
amenazantes o inductores de miedo y, a menudo, resultan en escapes (Blanchard
et al., 2003; Brain y Benton, 1979). En el caso de los roedores macho, los
comportamientos defensivos especificos incluyen escapes, inmovilizaciones,
posturas defensivas y amenazas, que se producen en respuesta a ataques de

depredadores o coespecificos (Blanchard et al., 2003; Himmler, 2013).

1. 4. Validacién de los modelos de agresion en animales

Debido a la presencia de signos agresivos en muchas patologias y su
consiguiente relevancia clinica, el comportamiento agresivo en animales
experimentales, en condiciones controladas de laboratorio, se evalta inicialmente
de acuerdo con los criterios establecidos desde hace mucho tiempo para todos los
modelos animales de psicopatologias (McKinney, 1989).

Los modelos animales permiten homologar ciertas caracteristicas de
determinados comportamientos. En el caso de los comportamientos agresivos los
modelos que logran un elevado nivel de validez responden a tres criterios:

- Validez de constructo: logran homologia entre la preparacién experimental y los
signos del estado clinico en términos de origen filogenético y ontogenético.

- Validez de apariencia: logran los signos y conductas que pueden homologarse a
nivel fenomenolégico.

- Validez predictiva: logran respuesta a los tratamientos clinicamente establecidos
basados en los mecanismos neurobiol6gicos claramente entendidos.

Ademés de estos criterios, necesitan ser evaluados en términos de
estabilidad y reproducibilidad dentro y entre laboratorios.

Los modelos actuales de agresiéon se abstienen de afirmar homologia y
restringen el enfoque en ciertos signos y sintomas isomorficos (Nestler y Heyman,
2010). Sin embargo, en 2008 Ramsey y Van Honk han indicado que los estados
neurobiolégicos que desencadenan los encuentros agresivos son similares en

humanos y no humanos y alli recae la importancia de utilizarlos y validarlos. En



este trabajo de tesis doctoral se utilizaron elementos que permitieron modelar
agresion desadaptativa (o patoldgica) ofensiva, evaluada en un prueba residente-

intruso (RI) de territorialidad.

1. 5. Prueba de residente-intruso

La cuantificacién rigurosa de los comportamientos agresivos es un requisito
esencial para identificar los mecanismos neurobiolégicos y neuroendodcrinos
subyacentes. La prueba de comportamiento méis comunmente utilizada para
cuantificar las conductas agresivas manifiestas en roedores es el RI (Koolhaas et
al., 2013; Miczek et al., 2013). La prueba permite evaluar las conductas agresivas en
toda su amplitud. El residente se coloca en una caja que le permite familiarizarse
con el ambiente, o sea, su territorio. Luego, se coloca un intruso desconocido en la
caja, de la misma especie, cepa y sexo que el residente. El ingreso del intruso
generalmente provoca que el residente inicie el olfateo ano-genital, de lo que
resulta la detecciéon de feromonas no volatiles por parte del residente.
Dependiendo de la especie o cepa, las amenazas agresivas, como los sonajeros de
cola (un ruido que se origina de los chasquidos de la cola del residente), las
vocalizaciones o las persecuciones, pueden preceder a los comportamientos
agresivos (Nelson y Chiavegatto, 2001). En ratas y ratones, los ataques
generalmente se dirigen hacia los flancos que tienen la piel gruesa para evitar
heridas. Cada aparicion de estos elementos de comportamiento se puede medir en
términos de frecuencia, inicio y terminacién, durante la prueba en vivo y/o en
registros de video.

En muchos casos, los andrégenos promueven un comportamiento agresivo
en el RI (Lima y Spinelli de Oliveira, 2014; Vandenbergh, 1971) o se secretan en
respuesta a una agresion (Marler et al., 2005). En estas condiciones, los residentes
generalmente reducen la agresion en respuesta al intruso que adopta posturas
sumisas. Prueba de esto, es cuando ratas adrenalectomizadas se evaltan como
residentes y las posturas sumisas por parte del intruso son ignoradas, lo que

resulta en una agresion intensificada (Haller et al., 2001).



El paradigma RI puede proporcionar, entonces, importante informacién

sobre los mecanismos que determinan la agresiéon en multiples contextos.

2. Neurobiologia de la conducta agresiva

Para explicar y comprender los mecanismos neurobiolégicos que subyacen
a la conducta agresiva, es necesario recordar que la misma es una conducta social.
(Nelson y Trainor, 2007). A su vez, el rol de los circuitos neuronales de &reas
especificas relacionadas y sistemas de neurotransmisién y neuroenddécrinos de
regulacion de la agresion adaptativa, principalmente dentro de la especie, son la
base para dilucidar qué mecanismos subyacen a las formas de agresion
desadaptativa o patolégica (Miczek et al., 2013). Es importante evaluar y
comprender dénde se originan los comportamientos agresivos, asi como los
posibles mecanismos que los desencadenan. Si bien, multiples sistemas de
neurotransmision y neuromodulacién estan implicados, dos sistemas se destacan:

el serotonérgico y GABAérgico.

2.1. Sistema Serotonérgico

La 5-HT es un neurotransmisor de sefializacién protagonista en diversas
funciones conductuales y fisioldgicas. Entre ellas se encuentra el estado de animo,
aprendizaje, memoria, comportamiento sexual, respuestas al estrés, suefio,
termorregulacion, ingesta de alimento y agresion (Berger et al., 2009; Buhot et al.,
2000; Struder y Weicker, 2001; Mittal et al., 2017). La inervacién de 5-HT en el
encéfalo es difusa y estd ampliamente arborizada, lo que indica que la 5-HT puede
modificar a un gran ntmero de neuronas de un modo paracrino. El papel
particular que juega la 5-HT en el comportamiento agresivo se ha estudiado en
una amplia variedad de especies, incluida la humana (Kravitz y Huber, 2003;
Miczek et al., 2004, Takahashi et al.,, 2011, Niederkofler et al.,, 2016). Para
fundamentar dicho papel, en primera instancia, describiremos la biosintesis, el

nucleo en el que se sintetiza y las principales proyecciones a los nacleos asociados.



2.1.1. Biosintesis de 5-HT

La naturaleza de la sintesis de 5-HT en el cerebro ofrece una forma tnica de
alterar la funcién serotonérgica, tanto en animales como en humanos. La 5-HT se
sintetiza a partir de L-triptéfano mediante una reaccién enzimatica de dos pasos.
La enzima de paso triptéfano hidroxilasa (TPH) requiere oxigeno molecular y
tetrahidrobiopterina como cosustrato. El producto de la reaccién, 5-hidroxi-L-
triptoéfano, se convierte en 5-HT por la L-aminoacido descarboxilasa aromaética
(Mosienko et al., 2015) (Ver Figura 1. 2). La TPH es la enzima limitante de la
sintesis de 5-HT y es importante destacar sus dos isoformas de paso, TPH1 y
TPH2, que son codificadas por dos genes independientes. Mientras que la
isoforma TPH1, en términos generales, es periférica, la TPH2 es cerebral y hasta
ahora su expresién se encuentra mayormente descripta en las neuronas del
complejo del rafe (Walther et al., 2003; Pelosi et al., 2015). Por lo que, esta isoforma

es responsable de la sintesis de 5-HT cerebral.

TPH(Fe?*) AADC
COOH 0 COOH
Hy \ H, \ Hy \
Ejzu] NH, N NH; CEN] NH;
BHy  qBH;.H0 H H
Triptotano SHTP SHT

NAD* NADH + H*

Figura. 1. 2. Biosintesis de 5-HT. 5-HT (serotonina). TPH (Triptéfano hidroxilasa). BH4 (tetrahidrobiopterina).
5-HTP (5-hidroxi-L-tript6fano). AADC (L-aminoécido descarboxilasa aromatica). (Traducido de Miiller y
Jecobs, 2010).

2. 1. 2. Nuacleos del Rafe

El sistema de 5-HT cerebral se origina en los ntcleos del rafe (NR) ubicado
en el tronco encefélico de los mamiferos, donde las neuronas serotonérgicas se
agrupan en nueve ntcleos numerados, de Bl a B9, en un eje rostrocaudal (Lesch y

Waider; 2012). La porciéon caudal se proyecta principalmente hacia la médula



espinal y el cerebelo y comprende los ntcleos denominados: rafe pallidus (B1), rafe
obscurus (B2) y rafe magnus (B3). Estos estan involucrados en la actividad motora,
el control del dolor y la regulacion del sistema nervioso auténomo. La porcion
rostral del rafe comprende el ntcleo lineal caudal, el nacleo dorsal del rafe (DR)
(B6, B?) y el nticleo medial del rafe (MR) (B9, B8 y B5). Estos grupos de neuronas
serotonérgicas se proyectan principalmente en el cerebro anterior, donde inervan
préacticamente todo el cerebro: corteza cerebral, amigdala, hipocampo, ganglios
basales, talamo, hipotdlamo y bulbo olfatorio (BO) (Lesch y Waider, 2012;
Muzerelle et al., 2016; Puig Velasco, 2004) (ver Figura 1. 3).

Corteza
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Capa Glomerular
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Prefrontal __N.Trigémino
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Hipotalamo Médul
P S. Nigra edua
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Media Amigdala

Figura. 1. 3. Representacion esquematica de un corte sagital del cerebro de rata. Muestra la localizacién de
los ntcleos serotonérgicos y las principales proyecciones de los mismos. En el circulo verde, pueden verse los
nucleos del ndcleo DR y MR (Modificado de Puig Velasco, 2004).

2.1.3. Receptores de 5-HT

Los diversos efectos de la 5-HT estan mediados por los receptores de 5-HT.
La liberacién de 5-HT en la hendidura sindptica, posterior a la despolarizacion
neuronal, tiene destinos en receptores de membrana postsinapticos y presinapticos

(Hoyer et al., 2002; Miiller y Jecobs, 2010). Ademas, la unién de la 5-HT al



autorreceptor actda como una retroalimentacién negativa contra una mayor
liberaciéon de 5-HT en la hendidura sinaptica (McDevitt, 2011). La clasificaciéon
aceptada reconoce 7 subtipos de receptores, desde el 5-HT1 hasta el 5-HT7 (David y
Gardier, 2016; Hoyer et al., 2002). Gran parte de los receptores exhiben
heterogeneidad y de acuerdo a ella son divididos (5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT24, 5-HT2c,
etc.). Seis de estos receptores forman parte de la superfamilia de receptores
metabotrépicos formados por 7 dominios transmembrana y acoplados a proteinas
G. Mientras que 5-HT; y 5-HTs, son inhibitorios (acoplados a Gi/ G,y disminuyen
los niveles de AMPc); 5-HT4 y 5-HT7, son excitatorios (acoplados a Gs y aumentan
la actividad de AMPc). Por otro lado, 5-HT> incrementa IP; y diacilglicerol, lo que
resulta en la liberaciéon intracelular de Ca?*. El receptor 5-HT3 es tinico, ya que
pertenece a la familia de receptores ionotrépicos e implica un canal de cationes
dependiente de ligando, similar a los receptores GABAA, GABAc y N-metil-D-
aspartico (David y Gardier, 2016; Kandel, 2001) (ver Figura 1. 4.).
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Figura. 1. 4. Representacion de la sintesis de 5-HT y sus receptores. El triptéfano, se transforma en 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP) (1) a partir de triptéfano hidroxilasa (TPH1/2). El aminoacido aromatico
descarboxilasa (DAAA) transforma el 5-HTP en 5-HT (2). El 5-HT luego se almacena en vesiculas usando un
transportador vesicular, el transportador vesicular de monoamina tipo 2 (VMAT)(3). Liberaciéon de 5-HT Ca2*
dependiente (4). Luego, 5-HT acttia sobre uno de los diferentes subtipos de receptores serotonérgicos (5). La
mayoria del 5-HT liberado se vuelve a capturar utilizando el transportador serotonérgico (SERT) (6). La 5-HT
recapturada vuelve a las vesiculas por la MAO-A (7), se degrada a 5-HIAA (7). (Traducido de David y Gardier,
2016).
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2.1. 3. Anatomia del Bulbo olfatorio

El BO es una importante estructura de inervacion serotonérgica (Huang et
al., 2017; McLean y Shipley, 1987; Steinfeld et al., 2015). Para los roedores, el olfato
es la principal fuente de informacién sensorial y regula los comportamientos
sociales (Steinfeld et al., 2015). Existen dos estructuras funcionales en el BO, el
bulbo olfatorio principal (BOP) y el bulbo olfatorio accesorio (BOA). El BOP recibe
toda la informacién odorifera y el BOA recibe informacién feromonal, o sea, la
informacién que permite la interaccion social (Cansler, 2017; Dulac y Torello,
2003). Los roedores macho marcan a través de la orina su territorio. La orina
contiene las proteinas urinarias principales que activan los quimiorreceptores para
las feromonas de las neuronas sensoriales del 6rgano vomeronasal que envian sus
axones al BOA (Chamero et al., 2007). Por lo tanto, para el residente, el BO es el
primer ntcleo para evaluar la calidad del oponente.

El BO, a su vez, estd organizado en 5 capas: la capa glomerular (CG), la
capa plexiforme externa, la capa de células mitrales, la capa plexiforme interna y la
capa de las células glomerulares. Las interneuronas presentes en estas capas estan
involucradas en funciones tunicas (Fukunaga et al.; 2012; Linster y
Fontanini, 2014). Se ha descrito una inervacién serotonérgica densa,
particularmente en la CG (Crespo et al., 2013). Como el primer procesamiento
complejo de sefales olfativas ocurre en las CG, la neuromodulacion serotonérgica
de esta capa tiene un efecto potencialmente importante sobre dichas funciones. Por
ejemplo, la activaciéon de los receptores 5-HT>c en la CG puede excitar las
interneuronas locales (Hardy et al., 2005; Petzold et al., 2009) inhibiendo, a su vez,
las terminales nerviosas olfativas, lo que indica que las entradas serotonérgicas en
el CG pueden tener efecto sobre las sefales olfativas de entrada del roedor
(Petzold et al., 2009).

Los estudios de rastreo retrégrado muestran que tanto el DR como el MR
proporcionan entradas serotonérgicas al BO. En las neuronas de salida primaria
del BOP y BOA, las células mitrales pueden responder a 5-HT a través de los
receptores 5-HT2a y 5-HTia/s, respectivamente. La activacion de 5-HTaa

(receptores acoplados a Gg/Gu1) provoca la excitacion directa de las células
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mitrales en el BOP, mientras que la activacion de 5-HT1a,s (receptores acoplados a
Go/Gi) inhibe a las células mitrales en el BOA. La misma subclase de receptor
serotonérgico, 5-HT>c, se encuentra en interneuronas en ambos sistemas, pero
asociada a diferentes interneuronas: en el BOP células periglomerulares de axén
corto y en el BOA células glomerulares. Existen, por tanto, diversos tipos de
circuitos que podria coordinar los comportamientos de interaccién social en el BO,
entre ellos el agresivo, en respuesta a la disponibilidad de 5-HT (Huang et al.,

2017; Petzold et al., 2009).
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Figura 1. 5. Representacion del BO y las proyecciones serotonérgicas provenientes del rafe hacia el BOP y el
BOA. En el dibujo: BOP (bulbo olfativo principal), EOP (epitelio olfativo principal), BOA (bulbo olfatorio
accesorio), OVN (érgano vomeronasal), GL (capa glomerular), MCL (capa celular mitral), GCL (capa de
células granulares), PG / SAC (células periglomerulares /axén corto), GC (célula glomerular). (Modificado de
Huang, Thiebaud y Fadool; 2017).

2. 3. Hipotesis de la deficiencia serotonérgica en la conducta agresiva

Clasicamente, se pensaba que los aumentos en 5-HT podian inhibir

comportamientos agresivos. Esta relacion inversa entre 5-HT y la agresion se ha
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acufiado como la "hipétesis de la deficiencia de 5-HT” de la conducta de
agresion. Esta hipodtesis se basé en investigaciones que encontraron niveles
reducidos de 5-HIAA en el LCR de personas excesivamente agresivas y violentas
(Berman, 1997). La evidencia inicial en humanos, que relacionaba la agresiéon con
la 5-HT, se origin6 en infantes de marina estadounidenses con antecedentes de
comportamiento agresivo repetido (Brown et al., 1979).

En animales, la relacién inversa entre los niveles bajos de 5-HT y el
aumento de la agresion también se ha confirmado (Kohlert et al., 2012; Mongillo et
al., 2014). La hipotesis, en modelos animales de agresién territorial, surge de
estudios realizados en roedores, en los cuales la concentracion de 5-HT a nivel
cerebral se disminuye a través de sustancias neurotdéxicas, como el 5,7-
dihidroxitriptamina (Vergnes et al., 1988). Otros estudios en modelos de roedores
aislados, han manifestado que la 5-HT podria tener una accién inhibitoria sobre el
comportamiento agresivo. Estos resultados mostraron que los ratones agresivos
aislados tenfan un recambio més bajo de 5-HT y 5-HIAA en el cerebro, en
comparacion con roedores control alojados en grupo (Giacalone et al., 1968).

Estos resultados en conjunto, han conducido a la estrategia farmacolégica
para tratar a paciente que presentan rasgos agresivos, nivelando la concentraciéon
5-HT con administracién de inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT
(ISRS) o de agonistas serotonérgicos (Butler et al., 2010; Coccaro et al., 1997;
Manchia et al, 2017; Vartiainen et al., 1995). No obstante, al dirigir el foco hacia los
modelos animales de agresion excesiva, que emulan la agresion patoldgica en
humanos, nivelar la 5-HT no es suficiente por si sola para ajustar las respuestas de

estos comportamientos (Haller, 2014).

2.3.1. Modelo de agresién por disminucion de la concentracién de 5-HT

Los modelos animales de agresiéon son variados. Se generan a partir de
aislamiento de los residentes, paradigmas de aprendizaje, administraciones de
neurotéxicos en nucleos de produccién monoaminérgicos o deplecion
farmacologica de monoaminas (Miczek et al. 2013). Especificamente, los modelos

que se dirigen a generar agresion por manipulacién del sistema serotonérgico son



tres: neurotoxicos (por 5,7-dihidroxitriptamina) (Vergnes et al., 1988); quirtrgicos
(por remocion del BO) (Kolunie Stern; 1995); o farmacolégicos. Los dos primeros
son irreversibles. En particular, en los estudios preclinicos, se ha utilizado una
estrategia farmacoldgica para reducir las concentraciones de 5-HT por 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA o “éxtasis”; en dosis altas y en condiciones de
temperatura ambiente adecuadas), para-Cloroanfetamina o para-Clorofenilalanina
(pCPA). Esta tltima, pCPA, es un inhibidor enzimatico irreversible de las 2
isoformas de TPH y se ha utilizado para reducir las concentraciones de 5-HT en el
encéfalo (Hritcu et al., 2007; Jéquier et al., 1967; Koe y Weissman, 1966). La
reduccion méxima en la concentracion es dos o tres dias posterior a la
administraciéon de pCPA. A su vez, la reduccién en la concentracion es significativa
aproximadamente por dos semanas (Jéquier et al.,, 1967; Vergnes et al., 1986).
Desde la 6ptica conductual, la inhibicién de TPH que produce disminucién de 5-
HT facilita y/o promueve niveles intensificados del comportamiento agresivo
ofensivo en roedores, pero no defensivo en la prueba RI (Vergnes et al., 1986;
Keele, 2001). A diferencia de otros modelos, es un proceso reversible y los niveles

de 5-HT en el encéfalo se recuperan aproximadamente dos semanas después de la

administraciéon de pCPA (Vergnes et al., 1986).

2. 4. Sistema GABAérgico

El 4cido y-aminobutirico (GABA) junto con la glicina son los principales
neurotransmisores inhibitorios del sistema nervioso central (SNC). Las neuronas
productoras de GABA se encuentran ampliamente distribuidas en el cerebro y
cumplen funciones como interneuronas formando circuitos locales. De esta forma,
pueden modular la actividad de otros sistemas neuronales, ya sean excitatorios o
inhibitorios. En el sistema GABAérgico se han descrito tres tipos de receptores:
GABAA, GABAC (ionotropicos) y GABAg (metabotropico). De éstos, GABAA es un
canal i6nico de CI- dependiente de ligando. La unién de GABA a dicho receptor, en
neuronas de individuos adultos, induce un potencial postsinaptico inhibitorio que

hiperpolariza la membrana circundante (Chisari et al., 2010).



La participacion de GABAa en el comportamiento agresivo tiene un
antecedente por demds establecido (Mandel et al., 1981; Schwartzer et al., 2009;
Toth et al., 2012). Asimismo, el papel de GABAa adquiere valor si se tiene en
cuenta el rol modulatorio del receptor en los circuitos de neurotransmisiéon que
subyacen a la conducta agresiva. Diversos estudios (Miczek et al., 2003; Puglisi-
Allegra et al.,, 1981) muestran que existe una variedad de efectos sobre los
comportamientos agresivos. Los efectos van desde la inhibiciéon hasta la agresion
desadaptativa o patolégica, al agonizar o modular alostéricamente y
positivamente al receptor GABAA . Estos resultados son dependientes de la dosis o
la estructura cerebral activada. Los moduladores y agonistas alostéricos positivos,
como las benzodiacepinas, el alcohol, los barbitaricos y los esteroides
neuroactivos, mejoran la respuesta inhibitoria del receptor GABAA.

En las intervenciones clinicas, los moduladores y agonistas positivos de tipo
GABAA se han administrado para el tratamiento de la ansiedad, las convulsiones,
la tension muscular y los trastornos del suefio (Albrecht at al., 2014; Schiile et al.,
2014). Sin embargo, se reportan efectos paraddjicos. Por ejemplo, la administracion
aguda de benzodiacepinas puede aumentar la agresién en pacientes humanos,
dependiendo de la dosis, el contexto y la historia del individuo (Albrecht et al.,
2014). Otro ejemplo es el etanol, que acttia como modulador alostérico positivo de
los receptores GABAA y es una de las sustancias con mayor influencia en la
violencia y la agresion humana (Fish et al., 2001; Miczek et al., 2002, 2004).
Probablemente, estos efectos paraddjicos se deban a la gran diversidad funcional
mediada por este receptor.

GABAA es un receptor pentamérico que comprende una combinacién de
cinco subunidades (Mehta y Ticku, 1999; Wu y Sun; 2015). Hay siete familias
principales de subunidades del receptor (a, B, y, 6, & 0, m), y algunas familias
tienen més isoformas (ai-e P1-3, y1-3). Las propiedades farmacolodgicas varian,
dependiendo de la subunidad (Mehta y Ticku, 1999; Reddy; 2018; Wu y Sun; 2015).
De la combinacién de estas subunidades y las isoformas, surge una division
funcional de los receptores GABAa: sinapticos (fasicos) y extrasinapticos (tonicos).
Mientras que los receptores sindpticos tienen una conformaciéon aizzs B, y; los

extrasindpticos tienen una ays P, & (Locci y Pinna, 2017, Reddy, 2018). Las



benzodiacepinas, por ejemplo, se unen al sitio especifico formado por las
subunidades a y y. Los receptores con las isoformas aipss son sensibles a
benzodiacepinas, aunque los que contienen las isoformas a4y ¢ no lo son.
Curiosamente, los esteroides neuroactivos, afines a todas las posibles
conformaciones del receptor GABAA, exhiben una particular afinidad por los
receptores GABAA con la subunidad 6 presente en los receptores GABAa
extrasinapticos, (Brown et al., 2002; Carver y Reddy, 2013; 2018; Meera et al., 2011;
Stell et al.,, 2003) y, al parecer, tienen una funcion moduladora en la
hiperpolarizacién presinaptica y postsindptica (Carver y Reddy, 2013; Hosie et al.,
2007).

En el 2006, Pinna et al. reportaron que 4 semanas de aislamiento en ratones
macho, reducia las expresiones de las isoformas ai en el receptor GABA,,
comparado con machos alojados en grupos. En estos mismos sujetos se observé un
aumento en los niveles ARNm que codifican las subunidades a4y s. Mas de 4
semanas de aislamiento inducen un mayor grado de agresion en la mayoria de los
ratones macho, ratas macho y hamsters hembra (Simler et al., 1983; Toth et al.,
2012; Wise, 1974). Asimismo, los animales aislados mostraron una sensibilidad
reducida a los moduladores alostéricos positivos del receptor GABA4, como
barbittricos, esteroides neuroactivos y benzodiacepinas (Matsumoto et al.,
2007; Pinna et al., 2004). Se ha postulado que la disminucién en la funcién del
receptor GABAA causada por el aislamiento, posiblemente, es el resultado de
niveles reducidos de moduladores end6genos mas potentes del receptor GABAAa:
tal es el caso de allopregnanolona (Allo) y tetrahidrodeoxicorticosterona (3a, 5a-
THDOC) (Belelli y Lambert, 2005; Nelson y Pinna, 2011; Pinna et al., 2008; Reddy,
et al. 2018). Por otro lado, las benzodiacepinas y otros esteroides neuroactivos
aumentan tanto la agresion entre machos, como la agresion materna en ratones y
ratas (Gourley et al., 2005; Fish et al., 2014; Mos y Olivier, 1989). Es importante
mencionar que, en otro estudio, Pinna et al., 2003 mostraron que el tratamiento con
fluoxetina, un ISRS, evit6 la disminucién del nivel de Allo y redujo el
comportamiento agresivo en ratones. Todo esto junto, permite pensar que la baja

regulacién de los receptores GABAA puede deberse a la concentraciéon variable de
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los NS (Reddy et al. 2018), ello podria estar implicado en un aumento o

disminucioén en la escalada de la agresion.

Sinaptico Extrasinaptico

Inhibicion fasica Inhibicion tonica

Figura 1.6. Esquematizacion del receptor GABAAa sinaptico y extrasinaptico. El receptor GABA4 es una
proteina integral de membrana pentamérica compuesta de 2a, 23, 1y 0 8 de un conjunto de muchas isoformas.
GABA se une en la hendidura entre a, § para permitir la corriente Cl-. Una variedad de neuromoduladores,
incluidos los esteroides endégenos, entre otros Allo, se unen a sitios tinicos en el receptor para aumentar la
corriente activada por GABA. (Adaptado de Reddy, 2018).

2.4.1. Inervaciéon GABAérgica en el BO

En el BO, las células periglomerulares y glomerulares usan GABA como
neurotransmisor inhibitorio a través de sinapsis reciprocas con las células mitrales,
que son sus neuronas de salida de segundo orden (Duchamp-Viret et al., 2000;
Shao, Z et al., 2019). Variaciones en la concentracion de GABA en el BO se asocian
constantemente con cambios en la agresion. Las administraciones locales en el BO
de GABA, en machos intactos, con una concentraciéon endégena espontdneamente
baja de GABA, suprimieron el comportamiento muricida de las ratas (Mandel et
al., 1979). Del mismo modo, las inyecciones de agonistas (muscimol e isoguvacina)
de GABA o la inhibiciéon de la enzima glutamato descarboxilasa redujeron el

comportamiento agresivo (Mandel et al., 1983).
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Las manipulaciones farmacolégicas no son la tnica forma de modificar la
actividad GABAérgica en el BO y su relaciéon con la agresion. El aislamiento social
reduce la actividad de glutamato descarboxilasa y el contenido de GABA en el BO
(Simler et al, 1983), y se asocia con un aumento de la agresién (Siegfried et al.,
1981). El BO reciben inervacién serotonérgica y proyecta hacia el sistema limbico,
maés especificamente al hipocampo. Estas proyecciones diferenciales, desde el BO
hacia el hipocampo, desempefian un papel importantisimo en el reconocimiento
olfativo (Lockmann et al., 2018). El sistema olfativo construye mapas de
informacién sobre sustancias olfativas en el espacio neural. Las imdagenes
moleculares que llegan a niveles mas altos en el cerebro tienen que compararse
con las que ya estdn grabadas en la memoria. Esta comparacion conduce a un
reconocimiento de la entrada olfativa, como un olor que proviene de un extrafio, lo
que representa un peligro potencial que luego provoca un ataque. El hipocampo
actia como un comparador entre la imagen olfativa entrante de las sefiales
olfativas percibidas y las acumuladas en la memoria (Lockmann et al., 2018). La
capacidad de desencadenar un ataque se debe, en parte, a la eficiencia de la
primera estructura que activa la via de reconocimiento: el BO. Esta vinculacién no
deja de lado que la activacién hipocampal pueda producir cambios en la corteza
prefrontal (CPF), implicada en la regulacién de los comportamientos agresivos y la
desinhibicién conductual, a través de la regulacion glutamatérgica, serotonérgica y

GABAérgica (Sun et al., 2019).

3. Neuroesteroides

Las investigaciones de Hans Selye, en la década de 1940, demostraron los
efectos de las hormonas sobre el SNC. Durante mas de 40 afios, se sostuvo que las
glandulas gonadales, adrenales y placenta son las tnicas capaces de producir
hormonas esteroideas y que su actividad afectaba al SNC. En la década de los
ochenta, los aportes y descubrimientos de Baulieu y sus colaboradores
demostraron que las concentraciones de algunos esteroides son mayores en
cerebro que en plasma y que los mismos se mantienen intactos luego de la

ovariectomia y la adrenalectomia (Baulieu, 1991). Las variaciones de estos, a nivel



cerebral, no responden a los niveles de las hormonas esteroideas circulantes en
plasma (Baulieu, 1991; Corpéchot et al.,, 1985; Maninger et al.,, 2009). Estos
hallazgos llevaron a incluir a dichas moléculas en una nueva categoria dentro de
las hormonas esteroideas denominadas neuroesteroides (NS). Esta nueva categoria
incluye a todos los esteroides neuroactivos que son sintetizados de novo en el tejido
nervioso, tanto a nivel del SNC como en el sistema nervioso periférico. Es
importante realizar una aclaracién conceptual en relaciéon a dos conceptos que se
usan con frecuencia de forma indistinta, NS y esteroide neuroactivo. Como
menciona Robel y Baulieu (2014), el término neuroesteroide "se aplica a aquellos
esteroides que se sintetizan en el sistema nervioso, ya sea de novo a partir del
colesterol o de precursores de hormonas esteroides como la progesterona que se
acumulan en el sistema nervioso”. Ahora bien, el concepto esteroide neuroactivo,
acufiado por Paul y Purdy (1992), refiere a "cualquier esteroide natural o sintético
que cambie rdpidamente la excitabilidad de las neuronas a través de mecanismos
no genodmicos” (citado en Paul et al., 2020).

Por otra parte, ya que los vertebrados no mamiferos como los peces, los
anfibios y las aves también sintetizan NS (Diotel et al., 2011; Krentzel y Remage-
Healey, 2015; London y Clayton, 2010; Schlinger y London; 2006; Tsutsui et al.,
2006), se puede afirmar que la neuroesteroidogénesis es un fenémeno conservado
en los vertebrados (Schlinger y Remage-Healey 2012). Por lo tanto, desde la
evoluciéon temprana de los vertebrados, los NS han podido actuar como
neuromoduladores de los antepasados evolutivos (Pediaditakis et al., 2015).

Los NS y los esteroides neuroactivos han sido ampliamente estudiados
durante las tultimas cuatro décadas y entre sus principales funciones se
encuentran: la proliferacién, diferenciaciéon, actividad y supervivencia de las
células nerviosas; el control de numerosos procesos metabdlicos y
neuroenddcrinos, tales como la ingesta de comida, la temperatura corporal, la
presion sanguinea, la pubertad y la etapa reproductiva, y los procesos
conductuales, como la actividad de locomocién, conducta sexual, ansiedad,
aprendizaje y memoria, impulsividad y agresién, entre otros (Asensio, et al., 2018;

Casas et al, 2011; Escudero et al., 2019; Sanchez et al., 2013).



Un gran namero de investigaciones se han desarrollado con intencién de
explicar los variados mecanismos modulatorios moleculares y celulares que
subyacen a la accién de los NS y los esteroides neuroactivos. Estas han logrado
aclarar sus mecanismos de accién sobre fenémenos fisiolégicos, como la pubertad
(Giuliani et al., 2011; 2013), o fenémenos patolégicos, como la depresion (Schiile et
al., 2014), enfermedad de Parkinson (Casas et al., 2011) y Alzheimer (Irwin et al.
2015; Wang et al., 2007).

3. 1. Biosintesis de neuroesteroides en el encéfalo de mamiferos

El sistema nervioso expresa todas las enzimas necesarias para la biosintesis
de esteroides. La sintesis de novo de los NS es llevada a cabo, tanto por las
neuronas (Gottfried-Blackmore et al., 2008; Zorumski et al., 2019), como por las
neuroglias (Gottfried-Blackmore et al., 2008; Saijo y Glass, 2011). Los astrocitos
producen pregnenolona, progesterona, dehidroepiandrosterona (DHEA),
androstenediona, testosterona, estradiol y estrona (Zwain y Yen, 1999). Los
oligodendrocitos sintetizan pregnenolona, progesterona y androstenediona (Gago
et al., 2001; Zwain y Yen, 1999). La microglia puede metabolizar los andrégenos y
los estrégenos y convertir la DHEA en 5-androstene-3 beta, 17 beta-diol, pero
carece de las enzimas para la sintesis de progesterona y DHEA (Gottfried-
Blackmore et al., 2008; Saijo y Glass, 2011). Las neuronas pueden producir
pregnenolona, DHEA, androstenediona y estrégenos (Zwain y Yen, 1999). Es
importante destacar que la capacidad esteroidogénica de estos tipos de células, se
ha examinado principalmente en células purificadas o in vitro en cultivos celulares
(Gottfried-Blackmore et al., 2008; Zwain y Yen, 1999). A su vez, se han descripto y
localizado las enzimas que participan en la sintesis de NS en distintas regiones
cerebrales (Agis-Balboa et al., 2006).

La producciéon de NS (Figura 1. 7) comienza a partir del colesterol. El
colesterol es transferido a las mitocondrias y requiere de la accién limitante de la
proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR) y transportadores de 18
kDa (TSPO) de produccién de esteroides (Rone et al., 2009). El colesterol proviene

de fuentes periféricas y es ingresado en la célula a través del receptor periférico
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tipo benzodiacepinas, o bien de la lipoproteina de baja densidad (“low density
lipoprotein”, LDL) en las células del sistema nervioso (Compagnone y Mellon,

2000).

Pregnenolona Colesterol Dihidroepiandrosterona Sulfato
Sulfato &
Allopregnanolona Pregnenolona 17a -OH- Pregnenclona —» Dehidroepiandrosterona

¢ ‘L ‘1’ ‘l’ éou-

5a-Dihidroprogesterona &——— Progesterona ———» 17-OH- Progesterona ——» Adrostenediona Dehidroepiandrosterona

5a-DihidroDOC €—— 11 Deoxicorticosterona 11 Deoxicortisol  Estrona Testosterona
AllotetrahidroDOC Corhcijterona Cortisol Estradiol Dihidrotestosterona
18-OH-Corticosterona Cortisona $
i, Adrostenediol
Aldosterona

Figura 1. 7. Esquema de la biosintesis de los neuroesteroides en el encéfalo de vertebrados. (Adaptado de
Escudero, 2014).

3. 2. Allopregnanolona

Allo es el principal metabolito activo de progesterona y es uno de los NS
mas ampliamente estudiados (Figura 1. 8). En el afio 2019, el anélogo sintético de
Allo, brexanolona, fue aprobada por la Food and Drug Administration
(Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) para el
tratamiento de depresion posparto, bajo el nombre comercial Zulresso™ (Paul et
al., 2020; Powell et al., 2020).

Muchos trabajos involucran a Allo con diferentes procesos fisiol6gicos y
adaptativos. Es sabido que Allo ejerce un efecto ansiolitico y que media su accién
por la unién alostérica con el receptor GABAA, en donde demuestra ser 20-200
veces mds potente que las benzodiacepinas (Weir et al., 2004; Powell et al., 2020).
Se ha demostrado que la accion de Allo sobre este receptor cumple un importante
rol en los mecanismos de acciéon de ciertos antipsicéticos (Ugale et al.,2004).

Ademas, Allo posee un efecto neuroprotector y neuroregenerador sobre diferentes



patologias (Wang et al., 2007). Por otra parte, Allo influye sobre una amplia gama
de comportamientos: sexual, social, afectivo y cognitivo (Frye et al., 2008 y 2011).
Por ejemplo, para que se produzca un apareamiento exitoso, se deben atenuar los
comportamientos agresivos y defensivos que normalmente exhiben las roedores
hembra hacia los roedores macho. La frecuencia de los comportamientos agresivos
mostrados por las ratas en proestro, que tienen concentraciones de Allo endégena
altas en el area tegmental ventral del cerebro medio, disminuye comparada a ratas
en diestro (Frye, 2006). Ademadas, como otros compuestos que ejercen efectos
agonistas en los receptores GABA,, tiene efectos bifdsicos en los comportamientos
agresivos. El aislamiento social por méas de 30 dias reduce drasticamente los
niveles de Allo y aumenta el comportamiento agresivo de los ratones aislados
hacia un intruso en su jaula doméstica (Matsumoto et al., 2007). La fluoxetina
revierte la disminuciéon de la concentracién de Allo y, en consecuencia, se
normalizan las interacciones sociales (Pinna et al., 2003).

Otros experimentos vinculan atin més la agresiéon en los roedores macho
con Allo. La administracién i.p. de Allo, en dosis moderadas, aumenta la agresion
fuera de los niveles adaptativos de la especie (Fish et al., 2001). Sin embargo, altas
concentraciones de Allo disminuyen el comportamiento agresivo y producen
sedacion de ratones (Miczek et al., 2003). El mecanismo por el cual Allo ejerce sus

acciones en distintos comportamientos agresivos, atin se desconoce.

3. 2. 1. Biosintesis de Allopregnanolona en el encéfalo de mamiferos

Allo es sintetizada a partir de la 5a-dihidroprogesterona (5a-DHP),
catolizada por la enzima 3a- hidroxiesteroide 6xido reductasa (3a-HSOR). La 3a-
HOR es una enzima microsomal de la familia de las aldo-keto-reductasas que
cataliza la reaccién reversible de la 5a-DHP a Allo. Esta enzima, se codificé por
multiples ADNc que generan 4 isoformas funcionales conocidas hasta el momento
en humanos (Penning et al., 2003), mientras que en rata sélo se conoce una
isoforma (Pawlowski et al., 1991). En los mamiferos, la presencia de ARNm y/o

proteina de 3a-HOR se ha descripto en varias regiones del cerebro. Las principales



enzimas necesarias para la sintesis de Allo estdn presentes en células nerviosas y

de la glia en diferentes estructuras cerebrales (Cook et al., 2014; Yilmaz et al., 2019).

Figura 1. 8. Biosintesis de Allo a partir de progesterona. Prog: progesterona; 5a-R: 5a-reductasa; 5a- DHP: 5a-
dihidroprogesterona; 3a-HSOR: 3a-hidroxiesteroide 6xido reductasa. (Modificado de Escudero, 2014).

3. 2. 2. Allopregnanolona y Sistema Serotonérgico

En distintos estudios (Devall et al., 2015; Pinna et al., 2009; Serra et al.,
2001), se ha demostrado la accién de los esteroides neuroactivos sobre el sistema
serotonérgico. Entre los efectos conocidos, Allo ejerce efectos antagénicos sobre el
receptor 5-HT3 (McKenzie-Quirk et al., 2005; Wetzel et al., 1998). Por otra parte, en
pacientes con trastornos por estrés postraumatico, las bajas concentraciones de
Allo en LCR, luego del tratamiento con ISRS, han mostrado aumentos y mejoras
en el trastorno. El tratamiento con ISRS también ha mostrado disminuir la

respuesta al miedo y la agresion, luego de aumentar la concentraciéon de Allo

(Pinna et al., 2009).

3. 2. 3. Allopregnanolona y Sistema GABAérgico

Uno de los receptores mas ampliamente estudiados en relaciéon a Allo es el
receptor GABAA. Allo, ejerce acciones alostéricas positivas sobre el receptor
GABAA. Como se expres6é anteriormente, este receptor tiene una amplia

distribuciéon en el encéfalo y una variada expresion de subunidades que lo



conforman. Varios estudios (Carver y Reddy, 2016; Spigelman et al., 2003)
muestran que la exposicion crénica a esteroides neuroactivos, como Allo, da como
resultado una estructura alterada del receptor GABAA, que en algunos casos se
asocia con cambios en la expresion de las subunidades (Carver et al., 2014) y estos
podrian ejercer efectos sobre la conducta. El aumento de la expresion del receptor
estrasindptico GABAA mejora la sensibilidad de los NS al aumentar atn mas la
corriente ténica (Carver et al., 2014; Wu et al.; 2013). Por el contrario, la expresion
deficiente del receptor extrasindptico GABAA reduce la sensibilidad a los NS o
esteroides neuroativos (Carver y Reddy, 2016; Spigelman et al., 2003). La literatura
(Carver y Reddy, 2016) propone al hipocampo como un ntcleo de expresiéon de
ARNm en el encéfalo de la subunidad 6. Esta expresion tiene diversas funciones
sobre la memoria y el aprendizaje. La otra estructura que presenta caracteristicas
similares a las del hipocampo, en un encéfalo adulto, es el BO. En nuestro
laboratorio, hemos demostrado la accién modulatoria de Allo en el hipocampo
(Escudero et al., 2012; 2019). Sin embargo, no existe evidencia que vincule la accién
de los esteroides neuroactivos en el BO. En el 2014, Cook et al. demostraron que
las enzimas regulatorias de la neuroesteroidogénesis se encontraban presentes en
las neuronas del hipocampo, la corteza y el BO y que cumplian funciones

asociadas a la memoria y aprendizaje y las conductas sociales.

4. Objetivo General

Estudiar la participacion del neuroesteroide Allopregnanolona,
como un factor modulatorio de las interacciones neuronales serotonérgicas y

GABAérgicas relacionadas con la agresividad en ratas macho.

4. 1. Objetivos Especificos

4.1.1. Validar el modelo de agresién en ratas macho Sprague Dawley

a. Evaluar los patrones de agresividad en ratas macho en el test RI, posterior a la

inhibicién de la enzima TPH por pCPA.



b. Evaluar y correlacionar la actividad del sistema serotonérgico en el BO con la
conducta agresiva.
c. Determinar la expresion del ARNm de TPH2 en el BO, posterior a la

administracion del inhibidor enzimatico pCPA.

4.1. 2. Evaluar los efectos conductuales, neuroquimicos y génicos de Allo

a. Evaluar las modificaciones en los patrones conductuales asociados a la
agresion, posterior a la administracién de Allo.

b. Evaluar la actividad del sistema serotonérgico en el BO, posterior a la
administraciéon de Allo.

c. Determinar la expresion del ARNm de TPH2; GABAa«1 y GABAas en el BO,

posterior a la administracién de Allo.

4. 1. 3. Evaluar los efectos de Allo sobre los sistemas de neurotransmision

GABAérgico y Serotonérgico

a. Evaluar las modificaciones en los patrones conductuales asociados a la
agresion, posterior a la administracion de un antagonista y un agonista

especificos de GABAAy 5-HT



CAPITULO 2

Materiales y Métodos

1. Consideraciones Eticas

Todos los protocolos experimentales con animales fueron previamente
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL), de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de Cuyo, bajo el Aval 82 /2016 (Anexo N°1).

2. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas (Rattus Norvergicus) macho de la cepa Sprague Dawley,
separados en residentes (60-80 dias; 390-450 g) e intrusos (50-55 dias; 290-310 g),
nacidas y criadas en el bioterio central IMBECU (Instituto de Medicina y Biologia
Experimental de Cuyo). Las mismas se mantuvieron en condiciones estandar de
temperatura (22 + 2 °C). La luz se mantuvo y control6é (150-200 Ix), en ciclos de
12 h luz /12 h oscuridad (de 7,00 am. a 7,00 p.m.). Los animales se alimentaron
con comida para ratas (GEPSA, Coérdoba, Argentina) y agua potable, ambas con

libre acceso.

3. Drogas

Las drogas utilizadas fueron: pCPA metilo clorhidrato de éster, Allo, 5-HT,
bicuculina (Bic) (SIGMA, St. Louis, MO, EE. UU.); Penicilina G benzatina (Richet,
Arg.); Ketamina HCL (Holliday-Scott S.A, Bs. As., Arg.) y Xylazina (Laboratorios
Koning, Bs. As., Arg.).

El clorhidrato de éster metilico de pCPA se disolvié en solucién salina a pH
6,5; a una concentraciéon de 300 mg/kg (Jéquier et al., 1967).

Allo se disolvi6 inicialmente en propilenglicol a una concentraciéon de 600
uM. La dosis de Allo utilizada en los experimentos, 6 uM, se obtuvo por dilucion

sucesiva en solucion salina estéril. La concentracién de 6 pM de Allo se eligi6é en



un rango farmacolégico, siguiendo hallazgos previos de nuestro laboratorio
(Escudero et al., 2012; 2019). A su vez, concentraciones similares de Allo (5 pM)
han sido reportadas por su accioén inhibitoria en actividad neuronal GABAérgica
en el niucleo dorsal del rafe, por la activacion del receptor GABAA (Kaura et al,,
2007).

La concentracion elegida para 5-HT fue de 1 nM (Krsti¢ y Djurkovi¢ 1981,
Meneses, 2007). La concentracioén elegida para Bic fue de 4,9 pM (Caceres et al.,
2020). Estas drogas (5-HT y Bic), al igual que Allo, fueron disueltos en soluciéon
salina estéril con 1% de propilenglicol hasta la concentracién indicada (Escudero et
al., 2019).

Todas las drogas vehiculizadas en el tercer ventriculo (Allo, 5-HT, Bic) se
inyectaron en un volumen final de 1pl. (Caceres et al., 2020)

La penicilina G benzatinica (im) se disolvié a 1.200.000 UI (0,6 pg; 72 mg/
rata) (Asensio et al., 2018; Caceres et al., 2020).

La solucién salina estéril (Rivero y Cia. Bs. As., Arg.) fue utilizada como
vehiculo en los grupos control. (Nishida et al., 2020)

Los reactivos especificos que se utilizaron en cada técnica son descriptos en

los puntos donde se desarrollan las mismas.

4. Procedimientos Experimentales Generales
4.1. Inhibicién de la enzima TPH por pCPA

Los animales experimentales residentes (60-80 dias; 390-450g), elegidos al
azar, recibieron una sola administracion i.p. de 300 mg/kg de pCPA (Jéquier et al.,
1967; Vergnes et al., 1986; Stokes et al., 2000) entre 3,00 p.m. y 6,00 p.m., tres y seis

dias previos al test conductual y la eutanasia.

4. 2. Procedimiento quirtargico: Implantacién de canula en el tercer ventriculo
cerebral

Los animales experimentales residentes (60-80 dias; 390-450 g) fueron

sometidos a procedimientos quirdrgicos. Los animales fueron anestesiados con



una combinacién de Ketamina (80 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), mezcladas en
una misma jeringa de 1 ml (Asensio et al.,, 2018). La confirmacion del plano
anestésico se evalué por la pérdida del reflejo postural, palpebro-palpebral,
corneo-palpebral, reflejo podal y falta de respuesta ante el pellizco de la cola.
Posteriormente, fueron colocados en un estereotaxico (David Kopf, EE. UU.) para
el procedimiento quirtrgico. Con la finalidad de prevenir la hipotermia, el
procedimiento se realiz6 con el animal cubierto con una manta, durante la
recuperacion del plano anestésico se cubri6 al animal con la misma manta. Para
prevenir dafio ocular durante el procedimiento, se afiadi6 una gasa de algodén
sobre los ojos del animal.

Las canulas guias fueron realizadas de acero inoxidable (13.5 mm x 0,80mm
x 38 mm). Se implantaron sobre la region del tercer ventriculo cerebral, de acuerdo
con las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (2008): AP: 0.00 (Bregma); L:
Linea media; inclinacién de la barra dental: +5°;, DV: 9 mm (la Figura 2. 2. muestra
la seccion donde se coloco la canula guia, de acuerdo a la inclinacién de la barra
dental del estereotéxico), y se fijaron al craneo con cemento dental y un tornillo de
acero inoxidable. Con la finalidad de minimizar los dafios de dreas circundantes, la
canula guia fue implantada, de acuerdo a coordenadas, 1,5 mm por encima del
tercer ventriculo cerebral. Este procedimiento ofreci6 mayor eficacia para la
correcta administracion de las diferentes drogas.

Al finalizar el procedimiento quirtrgico, las canulas fueron taponadas con
un alambre de acero inoxidable para evitar la obstruccién. En ese momento y para
evitar posibles infecciones, todos los animales recibieron inyeccién subcutanea de
penicilina G benzatinica (im) de 1.200.000 UI (Asensio et al., 2018; Caceres et al.,
2020). Posteriormente, se colocé a cada animal en una caja individual con cama de
viruta de pino sobre una almohadilla de papel tist, con alimento y agua a su
disposiciéon hasta el momento en que se constaté la recuperaciéon del plano
anestésico (se esperé hasta que el animal mostrara movimientos voluntarios
coordinados).

Para proceder a la devolucién de los animales al bioterio, se los colocé en
grupos de tres animales por caja y se esperd seis dias para realizar los

procedimientos experimentales.
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Figura 2. 2. Representacion esquematica de una seccion coronal del cerebro de rata. Se muestran, pintado en
azul, las areas del tercer ventriculo y ventriculos laterales del cerebro. La linea verde esquematiza la canula
guia, la linea negra la aguja de inyeccion en el tercer ventriculo, donde se inyectaron las drogas. (Modificado
de Paxinos y Watson, 2008).

4. 3. Administracién de las drogas experimentales en el tercer ventriculo

Los animales residentes (60-80 dias; 390-450 g) recibieron la administracién
de drogas experimentales en el tercer ventriculo cerebral. Se realiz6é con una aguja
de inyeccién de 15 mm, de acero inoxidable, previamente esterilizada. Dicha aguja
avanzo6 los 1,5 mm restantes para llegar al interior del ventriculo cerebral (ver

Figura 2. 2). El flujo de administracion fue de 0, 25 pl/min (Asensio et al., 2018).

4. 4. Test residente versus intruso

Para evaluar las conductas agresivas, se utiliz6 la prueba RI de 15 minutos
(min) (900 s). El test fue realizado de acuerdo a Koolhaas et al. (2013); con
modificaciones. El test se bas6 en la interacciéon de dos sujetos: el animal
experimental, denominado residente, y el animal de interaccién, denominado
intruso. Los animales que fueron utilizados como residentes tenian entre 60-80

dias de edad, los intrusos entre 50-55 dias de edad. Se tuvo particular cuidado al



constatar la diferencia de peso entre los residentes y los intrusos (15-20% menos).
Los intrusos fueron alojados en grupos de tres sujetos por caja. Los residentes
fueron aislados luego de la inyeccion de pCPA, para evitar agresiones previas y
promover la territorialidad. A su vez, la viruta de la caja donde vivi6 el residente
no se cambio y se utiliz6 para el dia del test RI. La prueba tuvo una duracién total
de 15 min (900 s). A fin de evaluar las conductas definidas en la Tabla 2. 1., se
dividi6 el tiempo total (900 s) en dos etapas. La primera etapa duré 5 min (300 s) y
la segunda etapa 10 min (600 s).

En la primera etapa, el residente se situd solo en la caja de prueba con la
viruta de su jaula. En la segunda etapa, se colocé al intruso para medir las
conductas de interaccién. Para poder situar al intruso en la caja de prueba, se
constaté la posicion en la que se encontraba el residente luego de los 300 s,
situando al intruso del lado opuesto.

La caja donde se realizaron las pruebas fue de madera, impermeabilizada
con adhesivo de contacto incoloro. Las medidas de la caja para asegurar las
interacciones fueron de 70 cm de largo, 50 cm de ancho y 40 cm de altura
(modificado de Miczek et al., 2013) (ver Figura 2. 3). La caja de prueba fue
limpiada después de evaluar a cada sujeto experimental, con etanol (% 10 v/v)
(Casas et al., 2011). Todas las pruebas fueron filmadas con una camara (Everio
Gseries GZ-MG330 JVC). La cdmara se ubicé a 190 cm del suelo, para poder filmar
todo el campo de la caja de prueba. Solo se llevaron a cabo tres pruebas diarias,

cémo maximo, entre las 3,00 p.m. y 6,00 p.m. (Corthell et al., 2013).
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190 cm

10cm

Figura 2. 3. Representacién esquematica de los elementos en la prueba RI. A: Representa las dimensiones de
la caja del test y la altura del tripode que sostiene la cdmara filmadora. B: Representa las lineas guias trazadas
en el interior para el analisis conductual.

4. 4. 1. Conductas evaluadas en el test RI.

Todas las conductas fueron evaluadas en el residente (Tabla 2. 1), en ciego y
por observacion de los videos obtenidos durante los test. La categorizas
conductuales fueron se definieron a partir de Koolhaas et al. (2013) y Takahashi y
Miczek, (2014). Las categorias de las conductas evaluadas fueron mutuamente
excluyentes, es decir, cualquier comportamiento realizado por el animal residente
fue incluido en una de las categorias y ningtin comportamiento fue incluido en
mas de una de ellas (ej. pisada o ataque lateral). Se observaron detenidamente las
conductas del intruso, a fin de revisar las conductas agresivas defensivas.

En la primera etapa se evalué:

a. Actividad locomotora (AL) [cm]: distancia total recorrida durante 300 s.

En la segunda etapa se evaluaron:

a. Latencia de agresiéon (LAGR)[s]: tiempo de comienzo de conductas de baja
agresion, alta agresion o agresion.
b. Conductas sociales (CS)[s]: suma total del tiempo de acicalamiento social y

olfateo ano-genital del residente al intruso.
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c. Conductas no sociales (CnS)[s]: suma total del tiempo de acicalamiento, olfateo

y alzarse en dos patas.

d. Baja agresion (BA) [n°]: frecuencia de pisadas, falsas montas y persecuciones.

e. Alta agresion (AA) [n°]: frecuencia de ataque laterales, trabas de ataque y

mordidas.

f. Conductas de agresion (AGR) [s]: tiempo de pisadas, falsas montas,

persecuciones, ataques laterales, trabas de ataque y mordidas.

Tabla 2.1

Conductas Evaluadas en la prueba RI

Conducta

Definicion

Acicalamiento
Alzarse en dos patas
Olfateo
Acicalamiento social
Olfateo ano-genital
Pisadas
Falsas montas
Persecusiones
Ataques laterales

Trabas de ataque

Mordidas

Limpiar la superficie del propio cuerpo mediante la accion de lamerse, frotarse y rascarse.
Accion de erguirse y sostenerse con las patas traseras.
Presencia exclusiva de movimientos de cabeza, hocico y movimientos respiratorios acentuados.
Limpiar la superficie del cuerpo del intruso mediante la accion de frotar con las patas delanteras.

Olfatear al intruso en el ano o genitales en posicién adyacente o perpendicular.

Accion de colocar cualquiera de las patas sobre el cuerpo o cabeza del intruso sin dejar que se
mueva.

Montar al intruso desde la parte posterior del lomo.
Accién que inicia el residente al perseguir al intruso y se sigue por un escape del intruso.
Ataques a los flancos del cuerpo del intruso con el hocico.
Ataques laterales al intruso que traban el cuerpo de ambos y dafan al intruso.

Accion de morder al intruso en el cuerpo.

Se definen cada una de las conductas que se evaluaron en la prueba RI sobre el residente durante los 600 s de

interaccion con el intruso.

Figura 2. 4. Fotografias extraidas del test RI. Conductas agresivas. A: Mordida. B: Trabas de ataque. C: Ataque

lateral.
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4. 5. Eutanasia

Al finalizar los estudios comportamentales, los animales de los diferentes
grupos fueron eutanasiados por decapitaciéon. Luego de remover los encéfalos del
craneo con tijeras punta rombo, los mismos se diseccionaron a 4 °C. La obtencién
del BO fue con tijeras oftalmolégicas. Se guardaron en tubos Eppendorf® de 1,5 ml
y conservadas a -80 °C hasta el momento de su utilizacion. Un namero de
muestras fueron utilizadas para los ensayos neuroquimicos y otras para los

ensayos genéticos.

4. 6. Localizacién del implante en el tercer ventriculo cerebral.

Para confirmar la ubicacién de la canula, en el area ventricular cerebral, se
inyect6, a través de la misma, 1 pl de tinta azul. El sitio de la microinyeccién se
constat6 utilizando una lente de aumento (Zeiss Alemania Occidental, 4X) por dos
experimentadores que desconocian el tratamiento, para determinar la correcta
colocaciéon de las canulas. La colocacién correcta de las canulas fue requisito
excluyente para incluir a los animales en los experimentos aqui descriptos. El
examen del cerebro de 50 ratas canuladas revel6 colocacién incorrecta de las

canulas en dos animales (96% de los animales con la colocacién correcta).

4.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

De sus siglas en inglés, HPLC: High Performance Liquid Chromatography;
es un tipo de cromatografia en columna utilizada frecuentemente en bioquimica y
quimica analitica. En nuestro proyecto, analizamos por medio de ella el
catabolismo de 5-HT. Trabajamos con la determinacién 5-HT y su principal
metabolito, 5-HIAA. Estas mediciones fueron de nuestro interés debido a que la
formaciéon de 5-HIAA puede utilizarse como indicador de la actividad
serotonérgica o recambio de 5-HT en ratas. A su vez, la relacion 5-HIAA/5-HT

permiti6 inferir sobre la deplecién del sistema.



4. 8. Determinacion de la concentracion 5-HT y 5-HIAA

Las determinaciones de este punto se realizaron en colaboracién con el
Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, CENFI, perteneciente al
Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso, bajo la
direccion del Dr. Ramoén Sotomayor.

Al momento de la determinacién, los tejidos de cerebro (BO) se
homogeneizaron en 400 pl de acido perclérico 0,2 N y, luego, se homogeneizaron
en un sonicador (modelo XL2005, Microson Ultrasonic Cell Disruptor, Heat
Systems, EE. UU.). El homogeneizado se centrifugé a 12.000 xg durante 15 min a 4
°C (modelo Z233MK-2, Hermle LaborTechnik GmbH, Wehingen, Alemania) y el
sobrenadante resultante se filtr6 (filtros de jeringa HPLC de 0,2 pm, filtro
desechable PTFE, modelo EW-32816-26, Cole-Parmer Instrument Company, EE.
UU.). El sobrenadante filtrado se inyect6 en un HPLC acoplada a un detector
electroquimico para la determinacién de 5-HT y 5-HIAA. El sedimento se
resuspendié en NaOH 1N para la cuantificacién de proteinas mediante el ensayo
de proteinas Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc.,, Richmond, CA, EE. UU.)
utilizando albimina de suero bovino como estandar. Los contenidos de 5-HT y 5-
HIAA se expresaron como pg/mg de proteina total.

Los 10 pl de cada sobrenadante se inyectaron al sistema HPLC con la
siguiente configuracién: una bomba isocratica (modelo PU-2080 Plus, Jasco Co.
Ltd., Tokio, Jap6n), una columna C18 reversa (modelo MF-8912, BAS, West
Lafayette, IN, EE. UU.) y un detector electroquimico (modelo LC-4C, BAS, West
Lafayette, IN, EE. UU.) configurado a un potencial de oxidacién de 650 mV y una
sensibilidad de 0,5 nA. La fase movil consistié en una soluciéon de NaH;PO4 0,1 M,
acido 1-octanosulfénico 1,0 mM, EDTA 0,27 mM y 4,0% (v/v), CHsCN (pH =2,5) y
se bombe6 a un flujo de 80 pl/min. Las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA se
evaluaron comparando el area de pico y el tiempo de elucién respectivos de la
muestra con un estdndar de referencia. La cuantificacién se realiz6 usando una
curva de calibracién para cada neurotransmisor en particular (Program
ChromPass, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japon). En estas condiciones experimentales, los

tiempos de retencion fueron de 33,3 min para 5-HT; de 25,6 min para 5-HIAA. Los



estdndares, EDTA y acido 1-octanosulfénico, se adquirieron de Sigma-Aldrich, Inc.

(St Louis, MO, EE. UU.), todos los demés reactivos fueron de grado analitico.
4. 9. Extraccion de ARN total, retro-transcripcion y PCR en tiempo real

Este punto se llevd a cabo con la colaboracion de la Dra. Fiorella
Campoverde Arbocco, Investigadora Asistente del Laboratorio de Hormonas y
Biologia del Cancer, perteneciente al Instituto de Medicina y Biologia
Experimental de Cuyo (IMBECU).

El ARN total de los tejidos analizados (BO) se extrajo usando el reactivo de
TRIzol™, de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Invitrogen-Life
Technologies, Bs. As., Arg.). Se confirmo la integridad del ARNm de las muestras
mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincién con el Syber Gold™
(Invitrogen-Life Technologies, Bs. As., Arg.). La cuantificacién de ARN total se
realiz6 mediante la determinacién y andlisis espectrofotométrico a 260 nm en
espectofotometro JENWAY™ Modelo 7305, 5 pg de ARN total se
retrotranscribieron a 37 °C utilizando primers hexdmeros aleatorios (random
primers) y la retrotranscriptasa Moloney del virus de la leucemia murina (M-MLV)
(Promega Inc.), en una mezcla de reacciéon de 20 pl. EI ARN se desnaturalizé
primero a 70 °C durante 5 min en presencia de 1 pl de cebadores hexameros
aleatorios. Para la reaccién de RT posterior se afiadi6 la siguiente mezcla: buffer RT
[50 mM Tris-HCI (pH 8,4), KC1 75 mM, 3 mM MgCly], dNTPs 0,5 mM, DTT 5 mM,
200 unidades de M-MLV transcriptasa inversa. La reaccién se realizé6 mediante la
incubaciéon a 37 °C durante 60 min, posteriormente, la reaccion se inactivé por
calentamiento a 70 °C durante 15 min. El ADNc se almacené a - 20 °C hasta los
ensayos especificos de PCR en tiempo real.

El disefio de los primers se realiz6 con el software Beacon Designer 7. 9.
Cada par de primers se disen6 complementario a diferentes exones de cada uno de
los genes blanco, para evitar posible contaminacién con ADN genémico.

Las reacciones de PCR se realizaron con un termociclador en tiempo real
(Corbett Research Pty Ltd Corbett Rotor Gene 6000 Sydney, Australia) con Eva-

Green® (Biotium, Hayward, CA) como fluoréforo, en un volumen final de 20 pl.



La mezcla de reaccioén consistié en 2 ul de 10 x PCR Buffer, 1 ul de MgCl, 50 mM,
0,4 pl de 10 mM dANTP Mix (nvitrogen-Life Technologies, Bs. As., Arg.), 1 ul de 20 x
EvaGreen® Dye (Biotium, Hayward, CA), 0,25 pl de 5 U/l de Taq ADN
polimerasa (Invitrogen-Life Technologies, Bs. As., Arg.), 0, 1 ul de cada cebador, 2,5
mM (Primers Forward y Reverse) y 5 ul de ADNCc. El protocolo especifico de PCR,
para cada uno de los genes seleccionados, se inicié con 5 min de incubacién a 95
°C, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 30s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante
30 s. Se utilizaron andlisis del pico de fusién (en inglés: pico de Melt) para
comprobar que la amplificacién del gen originé un solo producto de amplificado
especifico. La cuantificacién en tiempo real se constaté midiendo el aumento en la
fluorescencia causada por la unién de colorante EvaGreen® Dye al ADN de doble
hebra al final de cada ciclo de amplificacion. La expresion relativa se determiné
utilizando el método de cuantificacion comparativa de las muestras normalizadas
en relaciéon con la expresion de un calibrador de muestra, de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Pfaffl, 2001). Cada reaccién de PCR incluyé un control
interno de los ensayos sin ADNc y una muestra cuya retrotranscripcion se realiz6
sin transcriptasa inversa. Todas las muestras se corrieron por duplicado. Las
condiciones de reaccién y las cantidades de ADNc afiadido fueron calibradas de
tal manera, que la respuesta del ensayo fue lineal con respecto a la cantidad total
de ADNCc utilizada para cada reacciéon. El gen de referencia utilizado para la
normalizacién de los resultados fue 516 ribosomal, cuyos primers se describen en
Batra et al. (1991), con una pequefia modificacién para adaptarlos a rata, por ello
los niveles relativos de ARNm se normalizaron a dicho gen. Los primers usados

para la determinacion de expresion de cada gen de interés se detallan en la Tabla 2.

2.

5. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos de cada objetivo se realizaron con el software
estadistico GraphPad Prism versién 6.0e (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA-EE.
uu.).



Inicialmente, los datos fueron sometidos al test Shapiro Wilks para probar si
presentaban una distribucion normal. Para los resultados paramétricos, las
pruebas estadisticas utilizadas fueron evaluadas con t de test de dos colas, para
comparar las medias entre dos grupos, y con ANOVA de una o dos vias con post
hoc test de Tukey, para comparaciones multiples entre los diferentes grupos
experimentales. Para los datos no paramétricos o discretos, se realizaron
evaluaciones con el test de Kruskal Wallis para comparaciones entre los grupos,
con post hoc test de Dunn. Los resultados se expresaron como la media * error
estandar de la media(mediatSEM).

Para algunos ensayos se estudi6 la correlaciéon entre variables. Como las
observaciones resultaron ser lineales, se emple6 el Coeficiente de Correlacion

lineal de Pearson.

Tabla 2. 2

Primers disefiados para el ensayo de PCR en tiempo real.

Cédigo de Tamafio

Gen Primer Secuencia identificacién del del Temp.' de Exon 'de
. anneling anneling
Gen amplicén

Sentido CGGCGAAGAAGTTCTGAAGT Exon 2

TPH2 NM_173839.2 164 60,6 Exon 3
Antisentido AACCACGGCACATCCTCTA

Sentido CGGCTGAACAACCTGATGG Exon 4

GABAAa NM_183326.2 163 60,6 Exon 5
Antisentido ATTCGGCTCTCACAGTCAAC

Sentido CTGGATCTGCTATGTCTTCGT Exon 9

GABAAs NM_017289.1 111 59,8 Exon 9
Antisentido CTTGGCTTCGTGACCTTGA

Sentido TCCAAGGGTCCGCTGCAGTC Exon 1

S16 NM_001169146.1 100 60 Exon 2

Antisentido CATTCACCTTGATGAGCCCATT

Disefio de primers especificos para la amplificacién de secuencias de genes especificos de rata, seleccionados
para el ensayo de PCR tiempo real. El disefio se realiz6 con el software Beacon Designer 7.9.

6. Disefios experimentales por objetivos especificos
6. 1. Validar el modelo de agresion en ratas macho Sprague Dawley

6. 1. a. “Evaluar los patrones de agresividad en ratas macho en el test RI, posterior

a la inhibicién de la enzima TPH por pCPA”



En este objetivo, se evaluaron los distintos patrones de agresividad,
definidos sobre la base de la bibliografia existente de la especie y la cepa (Boyko et
al.,2019; Malkesman et al., 2006; Takahashi y Miczek, 2014). Se utiliz6 un inhibidor
de la enzima de TPH, enzima limitante de la sintesis de 5-HT (Jéquier, 1967; Verges
M et al., 1986; Stokes et al., 2000).

Los dias en que se llevaron a cabo las pruebas conductuales fueron los dias
tres y dia seis, posteriores a la administracion tinica de pCPA. Los animales fueron
inyectados entre las 3,00 p.m. y 6,00 p.m. con pCPA 300 mg/kg i.p. (pCPA 3, pCPA
6), o solucién salina i.p. (Control 3, Control 6). La administracion de pCPA o
solucién salina, de ahora en adelante vehiculo (veh), fue llevada a cabo con una
agujas 25 G (0,5mm x 25mm), conectada a una jeringa de 1ml. El dia de la
administraciéon de pCPA, los animales fueron colocados en cajas individuales con
la finalidad de evitar agresiones entre ellos.

Las conductas evaluadas en los residentes (AL, CS, CnS, BA, AA, LAGR)
fueron evaluadas en el RI, descriptas en el punto 4. 4. 1. de este capitulo.

Los animales de los grupos experimentales o control fueron elegidos al azar.
El criterio de peso y edad para conformar cualquiera de los grupos fue el descripto
en el apartado 2 del corriente capitulo.

Con la finalidad de hacer més comprensible y ordenada la lectura de esta
tesis, cada grupo experimental recibe el mismo nombre con el que luego sera

nombrado en el capitulo 3 de Resultados.
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Esquematizacion general de los disefios experimentales. El dia cero del disefio corresponde al dia que se
administré pCPA i.p (300 mg/kg) o veh. A: Disefio experimental para los animales evaluados tres dias
posteriores a la administracién de pCPA o veh (Objetivo: 1. a). B: Disefio experimental para los animales
evaluados seis dias posteriores a la administracién de pCPA o veh (Objetivo: 1. a; 1. b; 1. c). C: Disefio
experimental para los animales que recibieron microinyecciones i.c.v (vehiculizadas a 1 pL de volumen final)

(Objetivo: 2. a; 2. b; 2. c. Objetivo: 3. a).



6. 1. a. 1. Grupos Experimentales

a. Control 3: ratas controles con una administracién de veh i.p. y evaluadas en la
prueba de RI luego de tres dias posteriores a la inyeccién i.p.

b. Control 6: ratas controles con una administracion de veh i.p. y evaluadas en la
prueba de RI luego de seis dias posteriores a la inyeccion i.p.

c. pCPA 3: ratas tratadas con una administraciéon de pCPA 300 mg/kg i.p. y
evaluadas en la prueba de Rl a los de tres dias posteriores a la inyeccién i.p.

d. pCPA 6: ratas tratadas con una administracion de pCPA 300 mg/kg ip. y

evaluadas en la prueba de RI a los de seis dias posteriores a la inyeccién i.p.

6.1. b. “Evaluar y correlacionar la actividad del sistema serotonérgico en el BO con

la conducta agresiva”

A fin de evaluar si la actividad del sistema serotonérgico posterior a la
administracion de pCPA efectivamente modificoé al sistema, se midi6 la
concentraciéon de 5-HT y 5-HIAA, como se describe en 4. 8. (presente capitulo). Se
analiz6 la concentracién en el BO de los animales que fueron evaluados en el test
RI el dia seis posterior a la administraciéon de pCPA, sobre la base de los resultados
conductuales obtenidos. Se eligi6 el BO, ya que es la principal aferencia
serotonérgica de los NR en el encéfalo de la rata (Huang et al., 2017; McLean y
Shipley, 1987; Steinfeld et al., 2015). A su vez, se correlacioné la concentracién de 5-
HTy AA.

Las muestras para realizar este objetivo se obtuvieron de los animales
experimentales descriptos en 6. 1. a. 1., que fueron eutanasiados al finalizar la
prueba RI, por decapitacion. Se extrajo y conservé el BO del encéfalo como se

describe en 4. 5. del presente capitulo.

6. 1. b. 1. Grupos Experimentales

a. Control 6: BO de ratas controles con una administracién de veh i.p.

b. pCPA 6: BO de ratas tratadas con una administraciéon de pCPA 300 mg/kg i.p.



6. 1. c. “Determinar la expresién del ARNm de TPH2 en el BO, posterior a la

administracion del inhibidor enzimatico pCPA”

En este objetivo, se determiné si pCPA indujo cambios sobre la expresiéon
génica de TPH2 por la inhibicién de su actividad. Las mediciones se realizaron
sobre el BO en los animales que realizaron test el dia seis posterior a la
administracion de pCPA. La expresion de ARNm de TPH2 se evalto por PCR en
tiempo real con un Corbett Rotor Gene 6000, usando primers especifico para rata
(Tabla 2. 2) y condiciones de reaccién, como se describieron en el punto 4. 9. del
presente capitulo.

Las muestras para realizar este objetivo se obtuvieron de los animales
experimentales descriptos en 6. 1. a. 1., que fueron eutanasiados al finalizar la
prueba RI, por decapitacion. Se extrajo y conservé el BO del encéfalo como se

describe en 4. 5. del corriente capitulo.

6. 1. c. 1. Grupos Experimentales

a. Control 6: BO de ratas controles con una administracién de veh i.p.

b. pCPA 6: BO de ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg i.p.

6. 2. Evaluar los efectos conductuales, neuroquimicos y génicos de Allo

6. 2. a. “Evaluar las modificaciones en los patrones conductuales asociados a la

agresion, posterior a la administraciéon de Allo”

En este objetivo, se evaluaron las modificaciones sobre los patrones de
agresividad establecidos en el objetivo 6. 1. a., posterior a la administraciéon de Allo
i.c.v. La via de administracion, i.c.v,, se sigui6 sobre la base de resultados previos
del laboratorio (Pelegrina et al., 2016). Para cumplir este objetivo, los animales
experimentales se sometieron a la cirugia descripta en 4. 2. (presente capitulo).

Luego de la cirugia, los animales de todos los grupos experimentales se alojaron



por seis dias seguidos, para su recuperacion, en cajas. Pasados esos seis dias,
fueron inyectados i.p. entre las 3,00 p.m. y 6,00 p.m. con pCPA 300 mg/kg (pCPA
veh; pCPA Allo) o solucién salina (control veh o control Allo) y nuevamente
devueltos a su caja por seis dias mas (ver Figura 2. 5).

El dia del test de conducta, 30 min previos al comienzo del mismo, los
animales recibieron la microinyecciéon i.c.v. (1pl) de las drogas especificas
seleccionadas para el objetivo. La administraciéon de las drogas fue llevada a cabo
con una aguja (0,5 mm de didmetro exterior) conectada a una jeringa de 10pl
(Hamilton, Reno, NV, EE. UU.). La misma fue introducida a través de la canula
guia hasta que la punta llegé 1,5 mm por debajo del extremo de la cdnula (tercer
ventriculo cerebral). La administraciéon se realizé suavemente (0,25 pl/min). Al
finalizar, se dejo in situ durante 60 s mas para permitir la difusién de las drogas en
el sistema ventricular antes de que el experimentador retirara la aguja.

Las conductas evaluadas en los residentes en la prueba RI (AL, CS, CnS,
AGR, LAGR) fueron descriptas en el punto 4. 4. del presente capitulo.

Los animales que constituyeron los grupos experimentales o control de este
objetivo fueron elegidos al azar. El criterio de peso y edad para conformar

cualquiera de los grupos fue el descripto en el punto 2 de este capitulo.

6. 2. a. 1. Grupos Experimentales

a. control veh: ratas controles con una administracion de veh i.p. y con veh i.c.v.
30 min antes de la prueba.

b. control Allo: ratas controles con una administraciéon de veh i.p. y con Allo 6
pM i.c.v. 30 min antes de la prueba.

c. pCPA 6 veh: ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg i.p. y
con veh i.c.v. 30 min antes de la prueba.

d. pCPA 6 Allo: ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg i.p. y
con Allo 6 pM i.c.v. 30 min antes de la prueba.



6. 2. b. “Evaluar la actividad del sistema serotonérgico en el BO, posterior a la

administracion de Allo”

En este objetivo, se midié la concentracion de 5-HT y 5-HIAA, como se
describe en 4. 8. (del presente capitulo) en el BO de los animales experimentales.
Se eligi6 el BO, ya que es la principal aferencia del serotonérgico de los NR en el
encéfalo de la rata (Huang et al., 2017; McLean y Shipley, 1987; Steinfeld et al.,
2015).

Las muestras para realizar este objetivo se obtuvieron de los animales
experimentales descriptos en 6. 2. a. 1., que fueron eutanasiados al finalizar la
prueba RI, por decapitaciéon. Se extrajo y conservé el BO del encéfalo como se

describe en 4.5. del presente capitulo.

6. 2. b. 1. Grupos Experimentales

a. control veh: BO de ratas controles con una administraciéon de veh i.p. y con veh
Lc.v.

b. control Allo: BO de ratas controles con una administracién de veh i.p. y con
Allo 6 pM i.c.v.

c. pCPA 6 veh: BO de ratas tratadas con una administracion de pCPA 300 mg/kg
i.p. y con vehi.c.v.

d. pCPA 6 Allo: BO de ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/
kgi.p.y con Allo 6 pM i.c.v.

6. 2. c. “Determinar la expresiéon del ARNm de TPH2; GABAAa1y GABAas en el

BO, posterior a la administraciéon de Allo”

En este objetivo, se buscé determinar la expresion de ARNm de GABAaa1y
GABAj; (Carver y Reddy, 2016; Locci y Pinna, 2017; Panzanelli et al., 2005). Sobre la
base de los resultados del objetivo 6. 1. c., también se evalué TPH2. Los niveles de

ARNm se estimaron por PCR en tiempo real con un Corbett Rotor Gene 6000,



usando primers especifico para rata (Tabla 2. 2) y condiciones de reaccién que se
describieron en el punto 4. 8. del presente capitulo.

Las muestras para realizar este objetivo se obtuvieron de los animales
experimentales descriptos en 6. 2. a. 1., que fueron eutanasiados al finalizar la
prueba RI, por decapitacion. Se extrajo y conservé el BO del encéfalo como se

describe en 4. 5. del presente capitulo.

6. 2. c. 1. Grupos Experimentales

a. control veh: BO de ratas controles con una administraciéon de veh i.p. y con veh
ic.v.

b. control Allo: BO de ratas controles con una administracién de veh i.p. y con
Allo 6 pM i.c.v.

c. pCPA 6 veh: BO de ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg
i.p. y con vehi.c.v.

d. pCPA 6 Allo: BO de ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg
i.p. y con Allo 6 ptM i.c.v.

6. 3. Evaluar los efectos de Allo sobre los sistemas de neurotransmision
GABAérgico y Serotonérgico

6. 3. a. “Evaluar las modificaciones en los patrones conductuales asociados a la
agresion, posterior a la administracién de un antagonistas y un agonistas

especificos de GABAay 5-HT”

En este objetivo, se evaluaron las posibles modificaciones sobre los patrones
de agresividad establecidos en el punto 4. 4. 1. (del presente capitulo), posterior a
la administraciéon i.c.v. de agonistas y antagonistas especificos del sistema
GABAérgico y serotonérgico de acuerdo al punto 4. 3. del presente capitulo. Para
cumplir este objetivo, los animales experimentales se sometieron a la cirugia
descripta en 4. 2. del presente capitulo. Luego de la cirugia, los animales de todos
los grupos experimentales se alojaron por seis dias seguidos, para su recuperacion,

en cajas. Pasados esos seis dias, fueron inyectados i.p. entre las 3,00 p.m. y 6,00



p-m. con pCPA 300 mg/kg y devueltos a sus cajas por seis dias mas (ver Figura 2.
5).

El dia del test conductual, 45 a 15 min previos al comienzo de la misma, los
animales recibieron la microinyecciéon i.c.v. (1pl) de las drogas especificas
seleccionadas para el objetivo (Bic, Allo, 5-HT). La administracién de las drogas
tfue llevada a cabo con una aguja (0,5 mm de didmetro exterior) conectada a una
jeringa de 10pl (Hamilton, Reno, NV, EE. UU.). La misma fue introducida a través
de la canula guia hasta que la punta lleg6 1,5 mm por debajo del extremo de la
canula (tercer ventriculo cerebral). La administracién se realizé suavemente (0,25
pL/min). Al finalizar, se dejé6 in situ durante 60s mas para permitir la difusién de
las drogas en el sistema ventricular antes de que el experimentador retirara la
aguja.

Las conductas evaluadas en los residentes en la prueba RI (AL, CS, CnS,
AGR, LAGR) fueron descriptas en el punto 4. 4. de este capitulo.

Los animales que constituyeron los grupos experimentales o control de este
objetivo fueron elegidos al azar. El criterio de peso y edad para conformar

cualquiera de los grupos fue el descripto en el punto 2 de este capitulo..

6. 3. a. 1. Grupos Experimentales GABAérgicos

Sistema GABAérgico: Se utiliz6 Bic (antagonista GABA4 especifico) + Allo.

a. pCPA 6 veh: ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg i.p. y
con veh i.c.v. 30 min antes de la prueba.

b. pCPA 6 Allo: ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg i.p. y
con Allo 6 pM i.c.v. 30 min antes de la prueba.

c. pCPA 6 Bic: ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg i.p. y
Bic i.c.v. (4,9pM) 45 min antes de la prueba y veh i.c.v. 30 min antes de la
prueba.

d. pCPA 6 Bic Allo: ratas tratadas con una administracion de pCPA 300 mg/kg
i.p. y Bic i.c.v. (4,9pM) 45 min antes de la prueba y Allo i.c.v. (6pM) 30 min

antes de la prueba.



6. 3. a. 2. Grupos Experimentales Serotonérgicos

Sistema serotonérgico: Se utilizé Allo+ 5-HT. para determinar el mecanismo

por el cual Allo podria ejercer el efecto.

a. pCPA veh: ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg i.p. y
con veh i.c.v. 30 min antes de la prueba.

b. pCPA Allo: ratas tratadas con una administracion de pCPA 300 mg/kg i.p. y
con Allo 6 pM i.c.v. 30 min antes de la prueba.

c. pCPA 5-HT: ratas tratadas con una administraciéon de pCPA 300 mg/kg i.p. y
veh i.c.v. 30 min antes de la prueba y 5-HT (1 pM) i.c.v. 15 min antes de la
prueba.

d. pCPA Allo 5-HT: ratas tratadas con una administracién de pCPA 300 mg/kg
i.p. y Allo (6pM) i.c.v. 30 min antes de la prueba y 5-HT (1 pM) i.c.v. 15 min

antes de la prueba.



Capitulo 3: Resultados

CAPITULO 3
Resultados

1. 1. Validar el modelo de agresion en ratas macho Sprague Dawley

1. 1. a. “Evaluar los patrones de agresividad en ratas macho en el test RI, posterior

a la inhibicién de la enzima TPH por pCPA”

Los pardmetros conductuales se evaluaron en las dos etapas de la prueba.
En la primera etapa del RI, la deplecion serotonérgica no modificé AL en ninguno
de los grupos (F, 36) = 0,4131; p= 0,7446) (Figura 3. 1). Al analizar, en la segunda
etapa, la CnS (F3,36 = 1,061; p = 0,3790) y la CS (F3,36) 1,291; p = 0,2924) pudimos
observar que la deplecién no indujo diferencias entre los grupos (Figura 3. 2).
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Figura 3. 1. Efecto de pCPA sobre la actividad locomotora (AL). Los resultados se expresan como la media +

SEM de la distancia recorrida en cm. Cada grupo n = 10. No significativo para ANOVA I, post hoc Tuckey.
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Figura 3. 2. Efecto de pCPA sobre la A: Conductas no Sociales (CnS) y B: Conductas Sociales (CS). Prueba
RI. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de CnS y CS. Cada grupo n=10. No
significativo para ANOVA I, post hoc Tuckey.
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Luego de que el analisis estadistico revelara que no existen diferencias entre
los grupos, en las CnS y las CS, observamos la distribucién porcentual de cada una
de las conductas que conformaron dichos parametros. Las Tablas 3. 1 y 3. 2
muestran la distribucién porcentual de cada una de las conductas que se tuvieron
en cuenta en las CnS y CS. Resultan interesantes las conductas de olfateo. El
porcentaje de tiempo, en las CnS y CS, destinado a la olfacién (olfateo pCPA 3:
41,8%; olfateo pCPA 6: 39,12%; olfateo ano-genital pCPA 3: 71,2%; olfateo ano-
genital pCPA 6: 67%) es mayor en los animales depletados de 5-HT.

Tabla 3.1
Distribucion de las Conductas no Sociales (CnS). Prueba RI.
CnS Control 6 pCPA 6
Acicalamiento 33,12 37 46 35,7
Olfateo 23,01 41,8 29,5 39,12
Alzarse en dos patas 44,87 21,2 24,5 25,18

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CnS en los grupos.

Tabla 3. 2
Distribucion de las Conductas Sociales (CS). Prueba RI.
CS Control 6 pCPA 6
Acicalamiento Social 42,7 39,4 48,1 43
Olfateo ano-genital 57,3 71,2 51,9 67

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CS en los grupos.

Adicionalmente en la segunda etapa, la deplecion de 5-HT modificé
marcadamente la LAGR, BA y AA. Especificamente, la deplecién disminuy6
significativamente (p<0,01 y p<0,001) a LAGR en los dos dias en que se realiz6 la
prueba (Figura 3. 3); a su vez la deplecion aument6 significativamente (p<0,01 y
p<0,001) BA (Figura 3. 4. A). AA aument6 significativamente (p<0,05) seis dias
posterior a la deplecién (Figura 3. 5. B).
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Figura 3. 3. Efecto de pCPA en la Latencia de Agresion (LAGR). Prueba RI. Los resultados se expresan como
la media + SEM del tiempo de LAGR. Cada grupo n = 10. **p<0,01; ***p<0,001 para Kruskall-Wallis, post hoc

Dunn.
A B
25+ *xx 10+
T ]

204 T = 11 = l e 8 ’;“
n »
o L
S 157 L g °
[ [0
o o
-g 104 .g 44 -1
° o 1T

54 2

0

O T T T T
Control3 pCPA3 Control6 pCPA6 Control 3 pCPA3 Control6 pCPAG6

Figura 3. 4. Efecto de pCPA en A: Baja Agresion (BA) y B: Alta Agresion (AA). Prueba RI. A: Los resultados
se expresan como la media + SEM del n° de eventos. Cada grupo n = 10. **p<0,01; ***p<0,001. Kruskall-Wallis,
post hoc Dunn. B) Los resultados se expresan como la media + SEM del n° de eventos. Cada grupo n = 10.
*p<0,05 para Kruskall-Wallis, post hoc Dunn.

En la Tabla 3. 3, se muestra la distribucién porcentual de cada una de las
conductas de BA. Es interesante detenerse en las conductas del grupo Control 6 y
pCPA 6. En el grupo Control 6 (las pisadas 46%, las falsas montas 29,46%, las
persecuciones 24,61%), las conductas menos agresivas son a las que los animales
destinaron mayor porcentaje de tiempo, mientras que en el grupo pCPA 6 (las

pisadas 16,3%, las falsas montas 23,4%, las persecuciones 60,3%), el mayor

porcentaje de tiempo lo destinaron a las conductas de mayor agresividad.



Tabla 3. 3
Distribucion de las conductas de Baja Agresion (BA). Prueba RIL

BA Control 6 pCPA 6
Pisadas 32 31,3 46 16,3
Falsas montas 23 29.81 29,49 23,4
Persecuciones 31,2 39,8 24,61 60,3

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de eventos de cada una de las conductas que se tuvieron en
cuenta al evaluar las BA en los grupos. Las conductas estdn ordenadas de menor a mayor grado de
agresividad.

En el caso de las AA si observamos diferencias significativas entre los grupos
pCPA 3 y pCPA 6 (Figura 3. 4. B). Es interesante, como puede verse en la Tabla 3. 4, que los
dos grupos depletados mostraron todo el espectro de conductas AA. Mientras que los

grupos Control 3 y Control 6 solo mostraron ataques laterales.

Tabla 3. 4
Distribucién de las conductas de Alta Agresién (AA). Prueba RI
AA Control 6 pCPA 6
Ataques laterales 100 37,6 100 35,7
Trabas de ataque - 41,37 - 46
Mordidas - 21,3 - 18,3

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de eventos de cada una de las conductas que se tuvieron en
cuenta al evaluar las AA en los grupos. Las conductas estin ordenadas de menor a mayor grado de
agresividad.

Este resultado parcial permiti6 elegir al grupo (pCPA 6) en el cual
realizariamos las determinaciones de la concentraciéon de 5-HT y 5-HIAA y la

expresion genética de TPH2.

1.1. b. “Evaluar y correlacionar la actividad del sistema serotonérgico en el BO con

la conducta agresiva”

La deplecion modificé la actividad del sistema serotonérgico.
Especificamente, observamos una disminucién significativa (p<0,05) en los niveles
de 5-HT en el BO (Figura 3. 5. A). La concentracién del metabolito, 5-HIAA, no

mostr6é diferencias significativas respecto del control (Figura 3. 5. B). Por otra
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parte, se evidencié una disminucién significativa (p<0,05) de la dindmica

catabdlica de actividad del sistema serotonérgico (5-HIAA/5-HT) (Figura 3. 6).

100~ 1 1.0
© @©
£ 5 0.8
9} °
2 <
a S 067
=2 £
£
= < 04
T <
9 T
b= Lré 0.21
0.0
Control 6 pCPA 6 Control 6 pCPA 6

Figura 3. 5: Determinacién de A: Concentracién de 5-HT y B: Concentracién de 5-HIAA por HPLC en el BO.

Los resultados se expresan como la media + SEM pg/mg de proteina. Controles 6 n = 10; pCPA 6 n=12 para

*p<0,05 “t” Test.
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Figura 3. 6: Indice de recambio entre [5-HIAAJ/ [5-HT]. Los resultados se expresan como la media + SEM %
de la relacion entre los pg/mg de proteina 5-HIAA y 5-HT. Controles 6 n = 10; pCPA 6 n=12. *p<0,05 para “t”
Test.

En la Figura 3. 7, se muestra la correlacién de la concentraciéon de 5-HT y los
eventos AA seis dias posteriores a la depleciéon. Mientras que en el grupo pCPA 6
observamos una alta correlacién negativa r= 0,7648 p= *0,0226 (Figura 3. 7. B), en el
grupo Control 6 observamos una baja correlacién r= 0,1022 p= 0,5368 (Figura 3. 7.
A). Estos datos muestran que la deplecién serotonérgica permite generar un

modelo de agresion territorial.
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Figura 3. 7. Resultados de la correlacion entre la concentracion 5-HT de controles y tratados con pCPA a los
6 dias. A: [5-HT] vs Eventos de AA, para Controles 6. B: [5-HT] vs Eventos de AA. Cada grupo n = 6.
Correlacion de Pearson.

1. 1. c. “Determinar la expresion del ARNm de TPH2 en el BO, posterior a la

administracion del inhibidor enzimatico pCPA”

A fin de determinar si la depleciéon de 5-HT indujo cambios en la expresion
génica de TPH2, y teniendo en cuenta que las depleciones de sistemas de
neurotransmision inducen cambios compensatorios en el rafe (Walther et al., 2003)
y en otras estructuras cerebrales (Zill, et al., 2007), realizamos la cuantificacion de
ADNCc de TPH2 derivados del BO. Observamos un aumento significativo (p<0,05)

en el ARNm de TPH2 seis dias posteriores a la administracion de pCPA (Figura 3.
8).
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Figura 3. 8. Expresion Relativa de ARNm de TPH2 en el BO. Los resultados se expresan como la media +
SEM de las unidades de expresion relativa de ARNm de TPH2 de rata tratado con veh o pCPA. Controles 6 n
=10; pCPA 6 n= 6. *p<0,05 para “t” Test.
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1. 2. Conclusiones Parciales

La depleciéon serotonérgica, permite generar un modelo de agresion
territorial ofensivo, sin afectar otras conductas de interaccién o exploracién. Las
conductas cualitativamente mdas agresivas, son comparables a la agresion
patolégica o fuera de los niveles adaptativos de la especie; y son observadas seis
dias posterior a la administracion. En el BO, puede constatarse la dindmica
alterada del sistema serotonérgico. A esto se suman las altas correlaciones
obtenidas entre las agresiones y las concentraciones de 5-HT. Por ultimo, la
depleciéon del sistema genera una respuesta en la expresiéon del gen TPH2,
indicando que el BO cuenta con neuronas productoras de 5-HT independiente del

NR.

2. 1. Evaluar los efectos conductuales, neuroquimicos y génicos de Allo

2. 1. a. “Evaluar las modificaciones en los patrones conductuales asociados a la

agresion, posterior a la administracion de Allo”

El primer objetivo nos permitié validar un modelo de conducta agresiva
territorial desadaptativa ofensiva. Teniendo en cuenta estos resultados,
procedimos a evaluar los efectos de la administraciéon aguda de Allo (i.cv. 30 min
antes de la prueba RI), como un neuromodulador conductual. En este objetivo,
observamos los efectos de Allo en el grupo control (sin deplecién) para ver si Allo
provocaba efectos per se en los pardmetros de interés. Los pardmetros de interés se
evaluaron en dos etapas.

En la primera etapa del RI, observamos una disminucién significativa (F,
41)= 31,02; p<0,0001) de la AL en el grupo control, posterior a la administraciéon de
Allo. Este efecto no se observo en el grupo con deplecion serotonérgica (Figura 3.
9).

En la segunda etapa, observamos un aumento significativo(F ¢, 41y = 3,758

p<0,01; p<0,001; p<0,0001) en las CnS en el grupo control, posterior a la
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administracién de Allo (Figura 3. 10. A). En contraposiciéon, posterior a la
administracion de Allo en el grupo control, se observé una disminucién
significativa (F, 41) = 30,65; p<0,05; p<0,01; p<0,001; p<0,0001) de las CS respecto
de los demaés grupos (Figura 3. 10. B). Nuevamente, la administraciéon de Allo, en
el grupo previamente depletado, no muestra cambios estadisticamente

significativos en las CnSy CS.
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Figura 3. 9. Efecto de Allo sobre Actividad Locomotora (AL). Los resultados se expresan como la media +
SEM del tiempo de AL. control veh n = 10; control Allo n = 11; pCPA veh n = 9; pCPA Allo n = 15. **** p<0,0001
para ANOVA I, post hoc Tuckey.
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Figura 3. 10. Efecto de Allo sobre la A: Conductas no Sociales (CnS) y B: Conductas Sociales (CS). Prueba
RI. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de CnS'y CS. control veh n = 10; control Allo
n =11; pCPA veh n = 9; pCPA Allo n = 15. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 para ANOVAII, post
hoc Tuckey.

Luego del analisis estadistico sobre las CnS y las CS, observamos la distribucion

porcentual de cada una de las conductas que conformaron dichos pardmetros (Tabla 3. 5. y
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3. 6). El tiempo destinado a las conductas de reconocimiento del territorio o del oponente
resulta interesante. Tanto para las CnS como para las CS, en los animales depletados de 5-
HT, fue considerablemente mayor (olfateo pCPA 6 veh: 79,54 %; olfateo ano-genital pCPA
6 veh: 78,71 %) que en los que recibieron administracién de Allo (olfateo pCPA 6 Allo: 68,4
%; olfateo ano-genital pCPA 6 Allo: 55,46 %). Mientras que en los grupos control, el
tiempo destinado al acicalamiento individual o social fue mayor (acicalamiento control
veh: 45,9 %; acicalamiento control Allo: 54,3 %; acicalamiento social control veh: 51,9 %;

acicalamiento social: control Allo 61,3 %).

Tabla 3.5
Distribucion de las Conductas no Sociales(CnS). Prueba RI

control pCPA 6
CnS veh veh
Acicalamiento 45,9 54,3 13,63 16
Olfateo 30,1 23,7 79,54 68,4
Alzarse en dos 245 219 6,81 15,6

patas

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CnS en los grupos.

Tabla 3. 6
Distribucion de las Conductas Sociales (CS). Prueba RI.

control pCPA 6
Cs veh veh
Acicalamiento Social 51,9 61,3 21,29 44,53
Olfateo ano-genital 48,1 38,7 78,71 55,46

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CS en los grupos.

Como puede verse en la Figura 3. 11, la administracion de Allo modificé la
LAGR y las AGR en los grupos depletados.

Allo no afect6 la LAGR en los grupos sin depleciéon (control veh vs control
Allo). Ahora bien, la administracion de Allo aument6 significativamente (p<0,001)
la LAGR en los grupos previamente depletados. Pudimos observar un aumento

significativo de la LAGR (p<0,0001), posterior a la administracién de Allo, entre el
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control Allo vs pCPA veh y pCPA Allo, pero este efecto fue exclusivo del
parametro LAGR (para todas las comparaciones de LAGR Fq, 41y = 83,97) (ver
Figura 3. 11. A).

Por otro lado, observamos una disminucién significativa (Fq, 41) = 6,850;
p<0,01) de las AGRE en el grupo depletado, posterior a la administracién de Allo
(ver Figura 3. 11. B).
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Figura 3. 11. Efecto de Allo sobre A: Latencia de Agresién (LAGR) y B: Conductas de Agresion (AGR).
Prueba RI. A: LAGR. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de latencia. B: AGR. Los
resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de AGR. control veh n = 10; control Allo n = 11; pCPA
veh n = 9; pCPA Allo n =15. ** p<0,01; ****p<0,0001 para ANOVAII, post hoc Tuckey.

Al analizar la distribucién porcentual de las AGR (Tabla 3. 7), observamos
que mientras el grupo control con previa administracion de Allo mostré
diferencias significativas con los grupos depletados, las conductas que presentaron
fueron cualitativamente menos agresivas (pisadas 55,12%, falsas montas 16,03% y
persecuciones 28,85%) y no se registré presencia de conductas cualitativamente
mas agresivas. Por otro lado, en el grupo con deplecién sin administracién de Allo,
observamos todas las AGR (pisadas 18,2%; falsas montas 28,8%; persecuciones
23,6; ataques laterales 3,8%; trabas de ataque 19,2% y mordidas 6,4%).
Curiosamente, el grupo con la deplecién serotonérgica y administracion de Allo,

mostré ausencia de persecuciones y mordidas.
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Tabla 3.7
Distribucion de las Conductas de Agresion (AGR). Prueba RI.

control pCPA 6
AGR veh veh

Pisadas 77,6 55,12 18,2 33,04
Falsas montas 22,4 16,03 28,8 32,17

Persecusiones - 28,85 23,6 -
Ataques laterales - - 3,8 5,21
Trabas de ataque - - 19,2 29,56

Mordidas - - 6,4 -

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas que se
tuvieron en cuenta al momento de medir el tiempo de las AGR en los grupos. Las conductas estan ordenadas
de menor a mayor grado de agresividad.

2. 1. b. “Evaluar la actividad del sistema serotonérgico en el BO, posterior a la

administracion de Allo”

La administracién de Allo (Figura 3. 12. A) en los grupos, indujo un
aumento significativo en la concentracion de 5-HT (p<0,05) (pCPA 6 veh y pCPA 6
Allo). Asimismo, observamos un aumento significativo (p<0,01) entre el grupo
pCPA 6 veh y el grupo control Allo (para todas comparaciones de la concentraciéon
de 5-HT Fq, 2n= 18,49). La concentracion del metabolito 5-HIAA aument6
significativamente (F, 27= 8,63; p<0,01), posterior a la administracion Allo, entre
los grupos depletados (Figura 3. 12. B). Sumado a ello, al establecer el indice de
recambio de 5-HIAA/5-HT, pudimos observar que la administracién aguda de
Allo aument6 significativamente ( F, 2= 10,47; p<0, 01; p<0, 001) respecto del
grupo depletado (Figura 3. 13). Todos estos resultados indican una accién aguda

de Allo sobre la dindmica serotonérgica.
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Figura 3. 12. Determinacién de la concentracién de A: 5-HT y B: 5-HIAA por HPLC en el BO. Los resultados
se expresan como la media + SEM pg/mg de proteina. control veh n = 8; control Allo n = 8; pCPA vehn =7;

pCPA Allo n = 8. *p<0,05; **p<0,01 para ANOVA II post hoc Tuckey.
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Figura 3. 13. indice de recambio entre [5-HIAA]/ [5-HT]. Los resultados se expresan como la media + SEM %
de la relacion entre el pg/mg de proteina de 5-HIAA y 5-HT. control veh n = 8; control Allo n = 8; pCPA veh n
=7, pCPA Allo n = 8. **p<0,01; ** p<0,001 para ANOVA II post hoc Tuckey.

2. 1. c. “Determinar la expresiéon del ARNm de TPH2; GABAAa1y GABAAs en el

BO, posterior a la administraciéon de Allo”

En el grupo previamente depletado observamos que Allo indujo una

disminucioén significativa (Fq, 27= 3,95; p<0,05) en la expresiéon de TPH2 (Figura 3.

14. A). Asimismo, Allo indujo una disminucioén significativa (F, 27= 5,61; p<0,01)

en la expresion de GABAAa1 , en los grupos previamente depletado (Figura 3. 14.
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B). No se observaron modificaciones en la expresion de génica GABAas, en

ninguno de los grupos experimentales (F (1,27 = 0,0138) (Figura 3. 14. C).
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Figura 3. 14. Expresion Relativa de ARNm de A: TPH2, B: GABAAa1y C: GABAAas en el BO. Los resultados se
expresan como la media + SEM de las unidades de expresion relativa de ARNm de TPH2, GABAaa1 0
GABA s de rata, tratado con veh o pCPA. control veh n = 8; control Allo n=8; pCPA veh n =7; pCPA Allon =
8. *p<0,05, **p<0,01 para ANOVA II post hoc Tuckey.

2. 2. Conclusiones Parciales

La administracién aguda de Allo afecta las AL, CS, CnS y la LAGR, en los
grupos sin previa deplecion, pero estos datos no pueden analizarse aisladamente.
La AL y la LAGR dan cuenta de la falta de actividad general de los animales. A su
vez, las CS y las CnS son tiempos complementarios y el tiempo destinado a la CnS

es alto. Por lo tanto, el tiempo destinado al movimiento es minimo y ello provoca



una falta de interaccién. Sin embargo, al dirigir la mirada a los grupos con previa
deplecién, Allo aumenta la LAGR y disminuye las AGR, sin afectar el resto de las
condultas, lo que indica una exclusividad de Allo hacia la conducta agresiva.
Estas modificaciones conductuales se acompafian de cambios en la dindmica
serotonérgica en el BO, la estructura mdas importante para el reconocimiento del
medio y el oponente. En los grupos depletados, Allo produce modificaciones

rapidas en la expresion génica de la subunidad de GABAaa1y de TPH2.

3. 1. Evaluar los efectos de Allo sobre los sistemas de neurotransmision
GABAérgico y Serotonérgico

3. 1. a. “Evaluar las modificaciones en los patrones conductuales asociados a la
agresion, posterior a la administraciéon de un antagonistas y un agonistas

especificos de GABAay 5-HT”

En este objetivo tuvimos en cuenta los resultados obtenidos en 2. 1. a.
Procedimos con el esquema control de animales con deplecion (en los gréficos
pCPA veh) y animales a los que se les administré Allo (en los gréaficos pCPA Allo)

para antagonista GABAérgico y agonista serotonérgico.

3.1. a. 1. Sistema GABAérgico

En la primera etapa de la prueba, no observamos cambios en la AL en
ninguno de los grupos (F 3,40 = 1,937; p = 0,1411) (Figura 3. 15). Una respuesta
semejante observamos en la segunda etapa del RI, la CnS (F (3, 40 = 2,048; p=
0,1244) y la CS (F @, 40 = 2,165; p= 0,1092) no mostraron diferencias entre los
grupos. (Figura 3. 16. A; Figura 3. 16. B).
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Figura 3. 15. Efecto de Allo y Bic sobre Actividad Locomotora (AL).
Los resultados se expresan como la media + SEM de la distancia recorrida en cm. pCPA veh n = 9; pCPA allo n

= 15; pCPA bic n=10; pCPA bic allo n=10. No significativo para ANOVA I, post hoc Tuckey.
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Figura 3. 16. Efecto de Allo y Bic sobre la A: Conductas no Sociales (CnS) y B: Condultas Sociales (CS).
Prueba RI. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de las CSy CnS . pCPAvehn=9;
pCPA Allo n = 15; pCPA Bic n= 10; pCPA Bic Allo n=10. No significativo para ANOVA I, post hoc Tuckey.

En las Tabla 3. 8. y Tabla 3. 9, se muestra la distribucién porcentual de cada

una de las conductas que se tuvieron en cuenta en las CnS y CS en comparacién a

los grupos con administracion del antagonista GABAérgico.

Mientras que en las CnS, los residentes del grupo pCPA Bic destinaron

mayor tiempo al olfateo u olfato ano-genital, semejante al porcentaje de tiempo

que destinaron los residentes de los grupos pCPA veh y pCPA Allo, los residentes

del grupo pCPA Bic+Allo destinaron menos porcentaje de tiempo.
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Tabla 3. 8
Distribucion de las Conductas no Sociales (CnS). Prueba RI.

pCPA
CnS veh Bic Bic Allo
Acicalamiento 13,63 16 20,25 18,13
Olfateo 79,54 68,4 43,52 20,57
Alzarse en dos patas 6,81 15,6 36,23 61,3

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CnS en los grupos.

Tabla 3.9
Distribucion de las Conductas Sociales (CS). Prueba RI.

pCPA
CS veh Bic Bic Allo
Acicalamiento Social 21,29 44,53 16,77 64,23
Olfateo ano-genital 78,71 55,46 83,23 35,77

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CS en los grupos.

Como previamente observamos, Allo recuperd el tiempo de LAGR (p<0, 01)
respecto de los animales con deplecion. Interesantemente, observamos una
disminucion significativa (p<0, 05) de LAGR posterior a la administracion del
antagonista especifico GABAérgico entre los grupos pCPA Allo y pCPA Bic+Allo.
A su vez, el grupo pCPA Bic+Allo mostré tiempos de LAGR semejantes al grupo
depletado (Figura 3. 17. A) (para todas comparaciones el F (3, 40) = 7,622).

En cuanto a las AGR (Figura 3. 17. B), como previamente observamos, Allo
disminuy6 el tiempo de las AGR (p<0, 01) respecto de los animales con deplecién.
A su vez, observamos que la disminucién fue significativa para los tiempos de las
AGR en los grupos pCPA Bic; pCPA Bic+Allo (p<0, 01; p<0, 001, respectivamente)
respecto del grupo pCPA Allo. Resulta interesante que el tiempo de las AGR para
el grupo pCPA Bic y el depletado fuera semejante y que para el grupo pCPA

Bic+Allo la diferencia fuera mayor (para todas comparaciones el F (3 40) = 22,33).
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Figura 3. 17. Efecto de Allo y Bic sobre A: Latencia de Agresion (LAGR) y B: Conductas de Agresion (AGR).
Prueba RI. A: LAGR. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de latencia. B: AGR. Los
resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de AGR. pCPA veh n = 9; pCPA Allo n = 15; pCPA Bic
n=10; pCPA Bic Allo n=10 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 para ANOVA I, post hoc Tuckey.

En la Tabla 3. 10, podemos observar la distribucién porcentual de las AGR.
Se registr6 presencia de todas las AGR en los grupos con antagonista GABAérgico
y Allo. A su vez, estos adoptaron porcentajes semejantes a los del grupo con
depleciéon. Estos datos se correspondieron y reforzaron con los datos de

disminucién de la LAGR y aumentos de las AGR, en los grupos previamente

tratados con el antagonista GABAérgico.

Tabla 3. 10
Distribucion de las Conductas de Agresion (AGR). Prueba RI.

pCPA

AGR veh Bic Bic Allo
Pisadas 18,2 33,04 21,2 23,2
Falsas montas 28,8 32,17 25 18,3
Persecusiones 23,6 - 13,9 20,3
Ataques laterales 3,8 5,21 - 9.3
Trabas de ataque 19,2 29,56 21,9 16,6
Mordidas 6,4 - 18 10,3

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas que se
tuvieron en cuenta al momento de medir el tiempo de las AGR en los grupos. Las conductas estdn ordenadas
de menor a mayor grado de agresividad.
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3.1. a. 2. Sistema Serotonérgico

En la primera etapa de la prueba, no se observaron cambios en la AL en
ninguno de los grupos (F, 3s= 0,4344 p= 0,7297) (Figura 3. 18). Una respuesta
semejante observamos en la segunda etapa del RI, la CnS (F, 35= 1,646 ; p=0,1976)
y la CS (F3,38= 1,614; p= 0,2018) no mostraron diferencias entre los grupos. (Figura
3.19. A; Figura 3. 19. B).
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Figura 3. 18. Efecto de Allo y 5-HT sobre Actividad Locomotora (AL).
Los resultados se expresan como la media + SEM de la distancia recorrida en cm. pCPA veh n = 9; pCPA Allo n

=15; pCPA 5-HT n=9; pCPA Allo 5-HT n= 9. No significativo para ANOVA I, post hoc Tuckey.
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Figura 3. 19. Efecto de Allo y 5-HT sobre la A: Conductas no Sociales (CnS) y B: Conductas Sociales (CS).
Prueba RI. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de las CS y CnS. pCPA vehn =9;
pCPA Allo n = 15; pCPA 5-HT n=9; pCPA Allo 5-HT n= 9. No significativo para ANOVA I, post hoc Tuckey.
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En la Tabla 3. 11. y la Tabla 3. 12, se muestra la distribucién porcentual de
cada una de las conductas que se tuvieron en cuenta en las CnS y CS, en
comparaciéon a los grupos depletados con administracion serotonérgica.

Nuevamente las conductas de olfacién aportaron datos de valor
complementario. Pudimos observar que, en el caso de las CnS, los animales con
administracion sola de 5-HT destinaron mayor porcentaje de tiempo en
acicalamiento (64,9%) y menos en olfateo (30,3%). Mientras que cuando agregamos
Allo previamente a 5-HT (pCPA Allo+ 5-HT), observamos mayor porcentaje de
tiempo en olfateo (53,31%), comparable al tiempo que destinaron los animales con
administraciéon de Allo solamente (grupo pCPA Allo).

En cuanto a las CS pudimos observar algo similar. Todos los grupos
destinaron mayor porcentaje de tiempo a la olfacién ano-genital, a excepcion del

grupo que recibi6 5-HT solamente.

Tabla 3. 11
Distribucion de las Conductas no Sociales (CnS). Prueba RI.

pCPA
CnS veh 5-HT Allo 5-HT
Acicalamiento 13,63 16 64,9 27,53
Olfateo 79,54 68,4 30,3 53,31
Alzarse en dos patas 6,81 15,6 4.8 19,17

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CnS en los grupos.

Tabla 3. 12
Distribucion de las Conductas Sociales (CS). Prueba RI.

pCPA
CS veh 5-HT Allo 5-HT
Acicalamiento Social 21,29 44 53 60,32 29,43
Olfateo ano-genital 78,71 55,46 39,68 70,57

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas, al
momento de evaluar las CS en los grupos
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Como previamente observamos, Allo recupero el tiempo de LAGR (p<0, 01)
respecto de los animales con depleciéon. Curiosamente, la administraciéon de 5-HT
no recupera la LAGR, sino que se asemeja al grupo con deplecion. Allo fue capaz
de recuperar la LAGR y observamos una diferencia significativa (p<0,05) cuando
se administr6 previamente (grupo pCPA Allo+5-HT), aunque se observan
diferencias (p<0,05) entre pCPA Allo y pCPA Allo+5-HT, lo que indica una
interesante interferencia producida por 5-HT en LAGR (para todas comparaciones
el F 3,38 =29,62) (Figura 3. 20. A).

En cuanto al tiempo de AGR, podemos observar que Allo disminuy6
significativamente (p<0, 01; p<0, 001) el tiempo de AGR respecto de todos los
grupos y que la administracién de 5-HT, ya sea sola o posterior a Allo (grupo
pCPA 5-HT; pCPA Allo+5-HT), no logré disminuir el tiempo de las AGR, sino que
por el contrario, la aument6 (para todas comparaciones el F (3 35 = 8,48) (Figura 3.

20. B).
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Figura 3. 20. Efecto de Allo y 5-HT sobre A) Latencia de Agresiéon (LAGR) y B) Conductas de Agresion
(AGR). Prueba RI. A: LAGR. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de latencia. B:
AGR. Los resultados se expresan como la media + SEM del tiempo de A. pCPA veh n = 9; pCPA Allo n = 15;
pCPA 5-HT n=9; pCPA Allo 5-HT n= 9. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 para ANOVA I, post hoc Tuckey.

En la Tabla 3. 13 se muestra la distribucién porcentual de las conductas
AGR. Como pudimos observar, 5-HT no logré recuperar el tiempo de AGR, ni de

LAGR, aunque el tiempo destinado a las conductas de AGR, fue a las conductas
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cualitativamente menos agresivas en comparacién con los grupos con deplecién,

lo que indica un grado de recuperacion de las AGR mediada por Allo.

Tabla 3. 13
Distribucion de las AGR

pCPA
AGR veh Allo 5-HT

Pisadas 18,2 33,04 82,35 77,92
Falsas montas 28,8 32,17 8,82 11,25
Persecusiones 23,6 - 5,88 0,86
Ataques laterales 3,8 5,21 2,94 9,85

Trabas de ataque 19,2 29,56 2,94 -
Mordidas 6,4 - - 0,86

Los resultados se expresan como porcentajes (%) de tiempo destinado a cada una de las conductas que se
tuvieron en cuenta, al momento de medir el tiempo de las AGR en los grupos. Las conductas estdn ordenadas
de menor a mayor grado de agresividad.

3. 2. Conclusiones Parciales

Es importante que las conclusiones parciales sean vistas en conjunto.
Observamos que al momento de administrar un antagonista GABAérgico, las
respuestas de los parametros de agresiéon no fueron recuperadas sino que, por el
contrario, aumentaron. El mismo efecto fue observado al administrar agonistas
serotonérgicos. Ambos resultados nos permiten pensar en mecanismos de
neurotransmisién conjuntos y reciprocos, capaces de intervenir en la conducta
agresiva. Aunque la administracién de Allo, posterior o previa, en los grupos con
antagonistas o agonistas especificos respectivamente, aumenta el porcentaje de
tiempo destinado a las conductas cualitativamente menos agresivas y aumenta el
porcentaje de tiempo destinado al acicalamiento social. Esto indicaria una accién

positiva de Allo sobre las conductas agresivas desadaptativas.



CAPITULO 4
Discusion

Los procesos de interaccion social, entre los que se encuentra la conducta
agresiva, estan regulados por factores biolégicos y ambientales variados. La
conducta agresiva puede alternar en un continuo que abarca desde repuestas
normativas hasta desadaptativas y patolégicas de la especie. Los NS ejercen
funciones modulatorias sobre los sistemas de neurotransmision que median las
interacciones sociales. En este trabajo de tesis doctoral, hemos estudiado el rol del
esteroide neuroactivo Allo, administrado i.c.v, en un modelo de comportamiento
agresivo territorial en ratas macho, generado por la depleciéon del sistema
serotonérgico. Es sabido que Allo muestra efectos positivos sobre enfermedades
psiquidtricas que presentan como uno de sus signos la agresiéon. A su vez, hemos
estudiado si estos efectos tienen lugar en el BO, la estructura con mayor valor de
interaccion social para los roedores, y silos mismos se corresponden a respuestas
de membrana o a cambios en la expresiéon de genes especificos. Por otro lado,
estudiamos si los efectos conductuales responden a la acciéon de Allo sobre un
unico sistema o sobre mas de uno. Esta propuesta aporta conocimientos sobre los
mecanismos de accién que subyacen a los NS, en las conductas de interaccion
social, entre ellas la agresion.

La vasta evidencia, que se originé con Jéquier et al. (1967), muestra que la
administracién i.p. tnica de pCPA, inhibe las enzimas de paso de 5-HT (TPH1 y
TPH2), lo que resulta en la disminucién de los niveles de 5-HT y 5-HIAA. Los
niveles comienzan a restablecerse desde el tercer dia hasta el doceavo, donde
alcanzan niveles control. Adicionalmente, los bajos niveles encontrados de 5-HIAA
en LCR de humanos y 5-HT en tejido cerebral de roedores y otras especies (Brown
et al., 1979; Kohlert et al., 2012; Mongillo et al., 2014), permitieron establecer la
hipétesis de deficiencia serotonérgica como una explicacion posible a la agresion
entre humanos. Brown et al. (1979) observaron que las personas con rasgos
agresivos también mostraron bajos puntajes en los tests de interaccién social, lo

que indica una deficiencia en el repertorio de habilidades sociales. Otros estudios,



realizados en humanos sometidos a una dieta con dosis bajas de triptéfano,
mostraron puntajes mas altos en los tests de agresién, pero sin afeccion de las
habilidades sociales (Bjork et al., 1999; Kaye et al., 2000). Sin embargo, los autores
Koolhaas et al. (2013) Takahashi y Miczek, (2014), coinciden e insisten en que, al
momento de trasladar estos resultados a modelos en animales, debe tenerse en
cuenta la complejidad cualitativa y cuantitativa de la agresién en la especie. Por
ello, al momento de establecer las conductas, tuvimos en cuenta pardmetros que
conciliaran ambas caracteristicas en la prueba que mads aceptacién tiene para
modelos animales de conducta agresiva territorial (Miczek et al., 2013). De acuerdo
con todos ellos, nuestros datos muestran que la administraciéon de pCPA gener6
un aumento de todas las conductas de agresiéon (BAy AA) y una disminucién en la
LAGR en la prueba RI (Miczek et al., 2013), sin afectar el tiempo de CnS y CS. A
diferencia de nuestro modelo, otros autores, que encuentran diferencias entre CnS
y CS, utilizan diferentes métodos de modelado (Goodell et al., 2017) o estudian
otros tipos de agresiéon, como la agresion materna (Toth et al., 2012), y de alli las
diferencias encontradas en nuestros resultados.

Interesantemente, el grupo que fue evaluado al sexto dia de la prueba
mostré un aumento de las conductas cualitativamente mas agresivas (ataques
laterales, trabas de ataque y mordidas). Es posible interpretar este dato en un
contexto de mayores dias de aislamiento, teniendo en cuenta que Valzelli et al.
(1981) encontraron pardmetros de agresion desadaptativa en un test RI realizado
un dia después del tratamiento oral con pCPA (150 mg/kg), aunque nuestros
cambios se condicen con una conducta agresiva territorial desadaptativa y con
muy bajas alteraciones en CS y CnS, tal como indican Takahashi y Miczek (2014).
Podemos decir, entonces, que la diferencia entre la AA y la BA nos permiti6 elegir
el sexto dia pos-pCPA para realizar los experimentos ulteriores, ya que la AA se
enmarca en la agresion territorial desadaptativa y, como muestran otros trabajos,
exceden los comportamientos normativos de la especie sin alteraciones de otras
conductas de interacciéon (Haller y Kruk 2006; Miczek et al., 2004; Nelson y Trainor
2007).

El olfato es el componente sensorial fundamental de comunicacién entre

roedores y el primer centro de procesamiento en el BO, una estructura que ha sido



dejada de lado al estudiar la agresion territorial. La inervacién serotonérgica
originada en los NR hacia las distintas estructuras encefélicas, tiene su principal
centro sindptico en el BO. En esta linea, Huang et al. (2017) mostraron que la 5-HT
reduce la amplitud de la entrada sensorial en la primera etapa sindptica del
procesamiento del olor. Nuestros resultados muestran que la concentraciéon de 5-
HT en el BO estaba disminuida en los animales sometidos al test RI el sexto dia
pos-pCPA. Esta disminucién de 5-HT afecta, entre otras, la transmision sindptica
en la CG del BO, donde la densidad de las fibras de 5-HT es mayor. En la CG, las
células mitrales, luego de la activacion serotonérgica, liberan GABA que
posteriormente activara los receptores GABA4, y disminuira la amplitud de
informacién sensorial (Crespo et al., 2013). En concentraciones bajas de 5-HT, las
células mitrales no podrian disminuir la amplitud de informacién sensorial y
aumentarian, de esta manera, la agresion territorial. Si bien no pudimos observar
que la depleciéon por pCPA provocara una modificacién en la concentracién de 5-
HIAA, si pudimos demostrar que el recambio entre 5-HIAA/5-HT disminuy6 en
los animales tratados, lo que guarda una directa relaciéon con otros resultados
previamente reportados (Hritcu, et al., 2007; Koe y Weissman, 1966). También,
pudimos demostrar que existe una alta correlacion negativa registrada al sexto dia
pos-pCPA entre la baja concentraciéon de 5-HT y las conductas AA. Todos estos
datos en conjunto, nos alientan a pensar que se instalarian cambios plasticos en la
internacion serotonérgica en el BO y que ello se encuentra de acuerdo con la
hipétesis de deficiencia serotonérgica (Mongillo et al., 2014).

Dada la importancia del papel que juega el BO en la conducta agresiva,
medimos la expresion de ARNm de la enzima TPH2, que da paso a 5-HT en el
encéfalo. Se han reportado hallazgos de la expresion de TPH2 en el BO de otras
especies (Raghuveer et al., 2011). Sin embargo, la expresién génica de TPH2 en
ratas ha sido descripta, inicamente, en neuronas del rafe (Walther et al., 2003), ya
que alli se encuentran los somas de las neuronas productoras de 5-HT
(Hernandez-Vazquez et al, 2018). En nuestro estudio, encontramos que los
animales tratados con pCPA muestran un aumento de la expresiéon de TPH2,
respecto de la expresiéon de los controles. Por ello, este dato resulta por demas

llamativo. Zill et al., (2007), en un estudio en encéfalos humanos post-mortem,



demostraron la presencia de TPH2 en corteza, tdlamo, hipotalamo, hipocampo,
amigdala, cerebelo y NR. Ademas, otros estudios han mostrado la presencia de la
proteina TPH1 y TPH2 o la expresiéon del ARNm de ellas en diferentes regiones
del cerebro (Berenguer et al.,, 2003; Khan y Thomas, 2004; Malek et al., 2005;
Miguez et al., 1991; Popova et al., 2001). Este hallazgo nos sugiere dos cosas: que la
administracion de un inhibidor enzimatico podria iniciar un mecanismo de
compensacion en la expresiéon del gen y que, a la vez, existiria un sistema, no
descripto anteriormente, independiente del NR en el BO. Este tltimo dato requiere
de estudios inmunohistoquimicos adicionales.

Luego de establecer un modelo de agresion territorial desadaptativa, y
sabiendo la importancia de los esteroides neuroactivos en las conductas sociales,
nos dispusimos a responder cudl seria el rol de Allo en la conducta agresiva.
Utilizando concentraciones similares a las informadas por Kaura et al., (2007)
pudimos observar que la administracion de Allo en los animales con deplecion
serotonérgica por pCPA aument6é la LAGR y disminuy6 las AGR, asi como el
porcentaje de tiempo destinado a las AGR en los animales tratados. Estos
hallazgos se condicen con las conductas cualitativamente menos agresivas
propuestas por Takahashi y Miczek (2014), ya que los animales mostraron una
marcada tendencia a la integracién social. Otros hallazgos reportados por Fish et
al. (2001), describen un aumento de la agresion luego de una administracién i.p. de
Allo. Es importante tener en cuenta que la observacion de efectos bifasicos en los
esteroides neuroactivos es frecuente. Estos resultados, como sostienen Miczek et
al. (2003), encuentran una explicacién en la concentracién utilizada y la via de
administraciéon. Conjuntamente a esta explicacion, no nos sorprende observar que,
en los sujetos sin depleciéon serotonérgica, hay un aumento en la LAGR y una
disminucién de las AGR, asociados a un aumento de la sedacién. En concordancia
con la propuesta de sedacién en los animales sin deplecion, los parametros de AL,
CnS y CS, no presentaron diferencias entre los grupos con deplecién serotonérgica
por pCPA, lo que sugiere una disminucién de la agresiéon exclusivamente mediada
por Allo en estos grupos.

En relacioén a la evaluacién de las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA, en el

BO de los animales con depleciéon serotonérgica, Allo logré aumentar la



concentraciéon de ambas. Ademads, observamos un aumento en el indice de
recambio. Esto muestra una modificaciéon en el catabolismo del sistema
serotonérgico. Nuestros resultados concuerdan con otros estudios (Robichaud y
Debonnel, 2004), donde se demostré que la administracion i.c.v. de Allo en ratas
hembra aumenta la tasa de disparos de las neuronas serotonérgicas in vivo en los
NR y sugieren una accion directa de Allo sobre las neuronas serotonérgicas, con
un consecuente aumento de la concentraciéon en el BO de machos. Una explicaciéon
posible es que Allo haya mediado sus efectos por una modulacién alostérica de los
receptores GABAA en el rafe (Herndndez-Vazquez et al., 2018). Si bien sabemos
que los receptores GABAAx estan distribuidos en todo el encéfalo, también esta
documentado que la modulacién del disparo desde los NR hacia el BO es
producto de un delicado equilibrio entre los autorreceptores, 5-HTia,18,
inhibitorios (McDevitt, 2011), y los receptores GABAA de las neuronas de los NR
(Hernandez-Vazquez et al., 2018).

Sabiendo que TPH2 aument6 en el BO luego de inyectar pCPA y que la
concentracion de 5-HT aumenté en los grupos tratados con Allo, buscamos
determinar si el tratamiento con Allo modificé la expresion de TPH2. Aunque este
resultado requiere de técnicas inmunohistoquimicas para constatar la presencia de
neuronas productoras de 5-HT en el BO, demostramos que Allo es capaz de
disminuir la expresion de TPH2 en los animales con depleciéon.

Se ha postulado que el receptor GABAa tiene funciones para la
discriminaciéon de las sustancias odoriferas (Urban y Arevian, 2009). Ademas, es
bien sabido que la concentracién circulante de esteroides neuroactivos, como Allo,
puede modificar la expresion de las subunidades del receptor GABAAa (Carver y
Reddy, 2016; Locci y Pinna, 2017) y que GABAAa1 se expresa diferencialmente en
las células mitrales del BO (Panzanelli et al., 2005). Especificamente, en nuestro
trabajo buscamos estudiar si Allo, después de una administracién aguda, modifica
la expresiéon diferencial del ARNm de GABAaax presente en los receptores
sindpticos y GABAAas presente en los extrasinapticos. Curiosamente, observamos
que la expresion del ANRm de GABA a1 se modificé en presencia de Allo, y no la
expresion de GABAasen el BO. Es muy interesante que sea GABAaq1 la que reviste

un cambio ya que, de acuerdo con los resultados reportados por Panzanelli et al.



(2005), las células del BO presentan expresion de GABAaa1 de forma preferencial
al resto de otras subunidades a. A diferencia de nuestros datos, varios trabajos
(Carver et al., 2014, Wu et al., 2013) encontraron que la expresion de GABAas en
presencia de esteroides neuroactivos se modifica en otras areas del encéfalo, luego
de mayor tiempo de exposiciéon a los mismos (Pinna et al., 2004). Los resultados
encontrados en tratamientos con esteroides neuroactivos para disminuir la
agresion, pueden deberse a la diversidad de subunidades y conformaciones del
receptor GABAA (Matsumoto et al.,, 2007; Pinna et al.,, 2004), como sugieren
nuestros resultados.

Un andlisis integral de estos resultados implicaria que Allo i.c.v. reduce los
niveles de ARNm de la subunidad GABAaa1 en el BO, compensando la alta
demanda de sintesis de esta subunidad, que es causada por la deplecion
serotonérgica en un animal con rasgos de conducta agresiva. Una modulacién
positiva en la actividad GABAérgica, por Allo, en el BO, podria inducir un patrén
maés intenso de actividad neuronal facilitando la comparacién entre los recuerdos
almacenados y los nuevos adquiridos en el test, lo que lleva a una discriminacién
mas facil del oponente y cambios en comportamientos asociados al patrén de
conducta agresiva adaptativa de la especie. En el BO, Allo puede contribuir,
entonces, a los mecanismos de discriminacion olfativa, mediados por los sistemas
GABAérgicos y serotonérgicos, ya que son fundamentales para las conductas de
interacciéon social en los roedores. La inclinacién a no agredir e interactuar
igualmente con los intrusos, luego de la administraciéon de Allo, debe guardar un
grado de relacién con las subunidades del receptor GABAa en el BO, que
produciria una discriminaciéon olfativa diferencial de las sefiales quimicas
presentes en el contexto del territorio.

Por otro lado, e intentando esclarecer los mecanismos de neurotransmision,
se ha demostrado que Allo tiene efectos opuestos y complementarios sobre los
mecanismos de neurotransmision inhibitorios y exitatorios (Paul et al., 2020).
Hemos observado que la dosis administrada de Bic no modifica los tiempos de
AGR ni de LAGR. Resulta de especial interés analizar en conjunto estos resultados
con la alta demanda del GABAaq evidenciada en los grupos depletados de 5-HT,

ya que Mandel et al. (1983) reporta disminuciones de la conducta agresiva al tratar



con agonistas de GABAA y nosotros encontramos resultados opuestos. Podemos
decir que es posible que Bic encuentre en estos animales una menor oferta de sitios
de accién disponibles. Interesantemente, al administrar Bic y Allo aumentaron los
tiempos de AGR. Un estudio de Gourley et al. (2005), donde utilizaron el mismo
método de administracion usado en esta tesis, mostr6, por un lado, que las
benzodiacepinas (agonistas GABAA) aumentan la conducta agresiva y disminuyen
la marcha (comparable con la AL) de forma dosis-dependiente. Por otro lado,
demostré que los resultados se invierten al administrar previamente antagonistas
GABAérgicos. En nuestros estudios, pudimos probar que una dosis tGnica y aguda
de Allo disminuye el tiempo de AGR y LAGR, sin modificar el resto de los
pardmetros (AL, CnS y CS). Sin embargo, y de acuerdo con otros resultados (Weir
et al., 2004), los esteroides neuroactivos tienen un efecto 20 a 200 veces mayor que
las benzodiacepinas y sus efectos no se limitan al receptor GABAa. Es posible
entonces, que estos resultados encuentren una explicacion a través de la activacion
del receptor N-metil-D-aspartico. Giulliani et al. (2011) demostraron efectos
modulatorios de Allo sobre el receptor N-metil-D-aspartico y concluyeron que
existen acciones del esteroide neuroactivo sobre el sistema glutamatérgico
hipotalamico. Es sabido ademas, que la administracién de farmacos con afinidad
competitiva por el receptor GABAérgico, disminuye las posibilidades de union al
receptor. De esta manera, los resultados encontrados al administrar Allo, podrian
deberse a una modulaciéon de otros receptores en otras &areas del cerebro
(hipocampo, CPF, hipotalamo), aumentando asi, el tiempo de AGR en los animales
con antagonismo GABAérgico central.

Por otro lado, evidenciamos que la administracion de Allo produjo un
aumento de la concentraciéon de 5-HT y 5-HIAA en el BO, lo que aporta hallazgos
que concuerdan con la hipétesis de deficiencia serotonérgica en la agresion.
Opuesto a la mencionada hipétesis, al administrar 5-HT i.c.v. observamos que
durante la prueba de RI los animales aumentaron las AGR, sin modificar LAGR,
CnS y CS. Un inconveniente de la hipétesis de deficiencia serotonérgica es que
siempre se ha sostenido en relacion a mediciones posteriores a encuentros
agresivos (Brown et al., 1979; Mongillo et al., 2014; Kohlert et al., 2012). Asimismo,

hay reportes (de Boer y Koolhaas, 2005) que muestran que la actividad del sistema



serotonérgico podria estar aumentada durante los encuentros agresivos. Otros
estudios (van Erp y Miczek, 2000) han mostrado que, durante los encuentros
agresivos, no hay disminuciones de 5-HT en el nticleo accumbens o la CPF, pero
que en estos casos si se modifica la actividad del sistema dopaminérgico. En
nuestro modelo, la administracién de Allo previa a 5-HT modificé los tiempos
observados de AGR y de LAGR en su valor absoluto, y observamos que, dentro
del andlisis de los porcentajes de tiempo de AGR, rotan hacia una condicién social
cualitativamente menos agresiva, aumentando los tiempos de conductas agresivas
mas adaptativas, sin dejar de lado la tendencia a la territorialidad. Finalmente,
estos resultados nos llevan a proponer estudios a futuro, que faciliten las
mediciones durante los encuentros agresivos y nos permitan explicar las posibles
modulaciones en los sistemas involucrados aqui estudiados.

En conjunto, todos estos resultados nos brindan aproximaciones para el
entendimiento de los mecanismos que atafien a las conductas de interaccién y nos
permiten mejorar la comprensiéon del rol de Allo en los mecanismos de

neurotransmision que subyacen a las conductas agresivas.



CAPITULO 5

Conclusiones

Tomados en conjunto, estos resultados proponen que:

® La administracion de pCPA produce un aumento de las conductas agresivas
cualitativas y cuantitativas que exceden los parametros adaptativos de agresion
territorial. Estos datos muestran que pCPA puede ser un farmaco con validez de
apariencia y constructo al momento de elegir un modelo de induccién de la

agresion.

* Nuestros datos aportan evidencia sobre la hipétesis de deficiencia serotonérgica
de la agresion y muestran que el BO, puede ser una estructura con neuronas

productoras de 5-HT, independiente de los NR.

® El BO es un centro sensitivo de informacién que modera la respuesta de

agresion de forma 5-HT-dependiente.

® La administraciéon de Allo en el encéfalo revierte los efectos causados por pCPA,
particularmente por un mecanismo de inhibicién en el BO que permite una

facilitacion de la discriminacion adaptativa frente a un intruso en el territorio.
¢ Allo aumenta la actividad serotonérgica en el BO.

® Las conductas agresivas posteriores a la administracién de Allo son de bajo

espectro agresivo, o sea, cualitativamente menos agresivas.

® Allo induce cambios génicos del GABAAa1 y de TPH2, como un modulador

rapido.

Los datos presentados, muestran un mecanismo por el cual Allo podria
ejercer cambios en las conductas de interacciéon social. El cambio adaptativo
implica una accién novedosa y aguda de Allo sobre el sistema con mayor

implicancia en la conducta agresiva, el sistema serotonérgico. Ademas de la accién



clasica sobre los receptores GABAa, sugerimos un mecanismo génico que
permitiria una respuesta adecuada entre individuos de una misma especie, en la
principal estructura de reconociendo de los coespecificos, el BO. La reciente
aprobaciéon de Allo (anédlogo sintético brexanolona) como una droga de
tratamiento para la depresion posparto nos hace pensar que podria ser beneficiosa
para el tratamiento de la agresion desadaptativa o patoldgica, que aparece como

parte de la semiologia en enfermedades psiquiétricas.
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CICUAL Aval N° 82/2016

Los integrantes del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Labgratorio (CICUAL), de la Facultad de Ciencias Médicas (FCM) de la Universidad
Nac10nal de Cuyo, han evaluado el protocolo para el uso de animales del proyecto de
investigacion: “Rol de los neuroesteroides como moduladores del sistema
serotoninérgico central en un modelo de agresion en ratas macho” dirigido por el Dr.
Ricardo Cabrera presentado por Mesa de Entradas de FCM mediante Nota CUY
N°0031498/2016.

El CICUAL concluye que el mencionado proyecto cumple con las reglamentaciones
institucionales y Legislacion Nacional vigentes referidas al uso de animales en
investigaciéon. Por lo tanto, el CICUAL no tiene objeciones para los siguientes
procedimientos que involucran animales descriptos en este proyecto:

1. Test comportamentales:
-Aislamiento
-Residente Versus Intruso
-Natacion Forzada
2. Induccién de deplecion serotoninérgica:
-Administracion de droga intraperitoneal pCPA (depletor serotoninérgico)
-Canulacion en 3°ventriculo
-Anestesia y analgesia
-Cirugia esterotaxica
3. FEutanasia por decapitacion para obtencién de 6rganos.

Los procedimientos enunciados se encuentran avalados por CICUAL desde setiembre
2016 hasta julio 2020.

Todo trabajo que resultara de este proyecto debe hacer referencia al presente
aval de la siguiente manera:

“All animals were cared in accordance with the Guiding Principles in
the Care and Use of Animals of the US National Institute of Health.
All procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee of the  School of Medical  Science, Universidad  Nacional

de Cuyo (Protocol approval N° 82/2016)".

De acuerdo a lo declarado por el director del proyecto asegura que el presente

protocolo no tendra cambios sin previa notificacion y revision del CICUAL, como 351/ .
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también acepta recibir inspecciones por miembros del Comité. ﬁ," 4
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El presente certificado tiene validez oficial y podrd ser presentado ante el
organismo que lo solicite. &
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