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Resumen

Las sociedades actuales poseen rasgos importantes como la agresividad, la cual es
un comportamiento cada vez mas frecuente, y los viajes transmeridionales en poco
tiempo que generan el llamado sindrome de jet-lag, éste se caracteriza por
alteraciones desfavorables en los patrones circadianos fisiolégicos y conductuales
de los individuos.

El presente trabajo se enfoco en los efectos que el jet-lag ejerce sobre la conducta
agresiva, la actividad locomotora y la secrecion de testosterona en machos del ratéon
de los volcanes Neotomodon alstoni. Se registréd la actividad locomotora de los
individuos durante toda la fase experimental y se realizé el etograma de los
encuentros agresivos. Posteriormente se evalud la concentracion de testosterona: a
lo largo de un ciclo LO 12:12 ZT0 a las 07:00, post-enfrentamiento bajo el mismo
ciclo LO, y post-enfrentamiento bajo jet-lag experimental, que consistio en el
adelanto de 6h en el inicio de la fotofase. Los enfrentamientos de ésta etapa se
realizaron al inicio de la escotofase por siete dias. Se observé que la actividad de los
organismos se concentré principalmente en la escotofase, el ritmo diario de
secrecion de testosterona presenta el valor maximo entre ZT8 (03:00) y ZT12
(19:00), cuando estan por iniciar su actividad; algunos de los organismos presentan
siempre mayores concentraciones de ésta hormona con respecto a los demas y
mostraron tendencia a expresar conductas ofensivas o defensivas en los
enfrentamientos control. Finalmente, se observd un desajuste en las variables
medidas en los ratones; ya que, durante los siete dias del jet-lag experimental: se
observaron transitorios en el ritmo de actividad; exhibieron dos bloques, uno al
comienzo de la nueva escotofase y otro de mayor duracién que iniciaba unos
minutos antes cada dia, la conducta agresiva no aument6 debido a que todos los
ratones exhibieron conductas defensivas en varios enfrentamientos y los valores de
la concentracién de la hormona post-enfrentamiento presentaron variaciones los

siete dias y fueron menores que los obtenidos antes de adelantar el horario de luz.



1. Introduccion

La secrecion de diversas hormonas, entre ellas la melatonina y la testosterona
puede ser modificada por el fotoperiodo (Deacon y Arendt, 1996; Esquifino, et al.,
2004), Esta udltima es un andrégeno gonadal involucrado en varios aspectos del
comportamiento social en los mamiferos machos como la conducta sexual y es
fundamental para desencadenar el comportamiento agresivo (Albert, et al., 1987;
Hart, 1974). Los viajes transmeridionales realizados en los medios de transporte
actuales (avion) generan alteraciones en el fotoperiodo al cruzas varias zonas
horarias (Collado, et al., 2001), con ello se genera lo que se ha denominado
“sindrome de jet-lag”, el cual consiste en la desorganizacion circadiana endogena,
como la secrecion de hormonas incluida la melatonina. Debido a ello se manifiestan
varios problemas fisiolégicos y conductuales dado que el organismo se ajusta
lentamente a las nuevas sefales de tiempo que brindan las condiciones ambientales
(Deacon y Arendt, 1996).

1. 1. Definicién de agresividad

La agresion es un comportamiento ancestral y complejo desplegado por casi todos
los organismos, al menos todos los vertebrados (Giammanco, et al., 2005; Scotti, et
al., 2009). Sin embargo también se ha descrito en insectos tales como hormigas
(Knaden y Wehner, 2004) y abejas (Alaux, et al., 2009). Cumple con varias funciones
adaptativas, como defender el territorio, conseguir reproducirse y brindar proteccién
a sus crias (Scaotti, et al., 2009), preservar y proteger al individuo debido a que puede
incrementar su dominancia en el medio social (Jianghong, 2004). La agresién abarca
desde la ejecuciéon de gestos amenazantes hasta ataques reales (Giammanco, et al.,
2005). En términos generales esta conducta se ha definido como “la respuesta de un
sujeto que genera estimulos nocivos hacia otro” (Fedigan, 1992; Jianghong, 2004;
Olivier y Young, 2002; Simpson, 2001; Soma, et al., 2008).

La agresividad puede designarse como la frecuencia y/o la intensidad de la conducta

agresiva en el animal. Puede ser evaluada mediante pruebas repetidas de ésta
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conducta al confrontar al animal en varias ocasiones bajo condiciones constantes
con otro u otros de la misma especie y género (Lagerspetz, 1964).

El comportamiento agresivo en la sociedad es un serio problema y la creciente
prevalencia de conductas violentas que ha contribuido para incrementar el interés y
atencion en el tema de agresion y sus victimas (Muioz, et al., 2010; Simpson, 2001).
En humanos, el comportamiento que incluye cierto grado de agresion y dominancia
es util para facilitar el compromiso en las actividades cooperativas y competitivas con
los propios compaferos. Canalizado en la direccion apropiada, permite que una
persona sea saludablemente auto-asertiva, dominante e independiente, que logre
manejarse y también a su entorno (Jianghong, 2004).

El concepto de agresion ha sido dividido en diferentes tipos basados en las
diferencias de las condiciones sociales en que tal comportamiento ha sido
observado (Soma, et al.,, 2008). EI comportamiento agresivo o agonistico es
intraespecifico, y se refiere al conjunto de los elementos de comportamiento
ofensivos y defensivos que abarcan todas aquellas conductas que implican conflicto

incluidos el apaciguamiento, la conducta de evitacion y pelea (Olivier y Mos, 1992).

1. 2. Tipos de agresion

En general ésta conducta en mamiferos presenta cinco variedades:

a) Agresion como juego; actividades realizadas por individuos prepuberes

b) ofensiva; presente en interacciones de machos postpuberales y cuando defienden
su territorio.

c) defensiva; se observa en respuesta al ataque de un depredador o conespecifico.
d) materna; dirigida a intrusos que llegan al area de la hembra después del parto o
que atacan a las crias.

e) predatoria; ataque hacia un animal que sera comido (Blanchard, et al., 2003;
Soma, et al., 2008).

La agresion se caracteriza por ser de tipo inter o intraespecifica. Cuando ésta es

interespecifica, suele ser dirigida del depredador a su presa, mientras que en la
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intraespecifica las causas son mostrar dominancia respecto a otro individuo dentro
del grupo y el acceso a los recursos, por ejemplo: alimento, pareja reproductiva y
refugio (Coon, 2005; Maier, 2001). Cuando se presenta entre machos, suele ser
estimulada por la presencia de un nuevo macho conespecifico en un area neutral
(Jianghong, 2004).

1. 3. Causas, consecuencias y caracteristicas conductuales de la
agresion intraespecifica

La competencia por acceder a recursos limitados, como compariero sexual, alimento
0 cobijo es la causa principal de ésta forma de agresién (Maier, 2001). Otra de las
causas es conseguir el rango dominante dentro del grupo y como consecuencia
acceder facilmente a los recursos antes mencionados, para ello se presentan
enfrentamientos, y las relaciones de dominancia entre los animales suelen ser
determinadas por el comportamiento agresivo o sumiso, esto se ha observado en
investigaciones cuyos modelos son roedores, primates no humanos y humanos
(Craig, 1986). Cuanto mayor sea el beneficio obtenido al conseguir los recursos, mas
violenta sera la confrontacion (Maier, 2001). Por ejemplo: cuando dos ratas macho
son puestas en la misma jaula, la jerarquia se establece de manera inmediata
debido a que una de ellas mostrara actitudes de supremacia como amenazar, atacar
al otro tomar siempre la comida primero, mientras que el animal subordinado asume
actitud defensiva. Sin embargo, si dos animales que han mostrado actitud dominante
ante otras ratas son puestos en la misma jaula, es posible que la jerarquia no sea
establecida. En éste caso, ambos animales constantemente trataran de ser los
dominantes, y no se atreveran a tomar primero la comida. Como resultado es
probable que bajo ésta evidente condicion de estrés cronico, la situacién ocasione
pérdida de peso en los dos animales y la muerte de uno de ellos (Giammanco, et al.,
2005).

Sin embargo, en la especie de ratones Mus musculus se ha reportado que la

intensidad de los encuentros agresivos disminuye cuando se llevan a cabo
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diariamente (Welch y Welch, 1969). Asi para su analisis, la agresién intraespecifica
o el comportamiento agonistico puede dividirse, como ya se mencion6 en conductas

ofensivas y defensivas.

1. 4. Caracterizacion del comportamiento agresivo intraespecifico
Las conductas con iniciativa para el ataque son referidas como ofensivas, mientras
que la agresion defensiva no involucra la aproximacion activa al oponente, es decir,
no hay iniciativa para atacar (Olivier y Mos, 1992; Olivier y Young, 2002; Soma, et
al., 2008). En roedores, el comportamiento defensivo puede consistir en mordeduras
de desquite y defensa de las partes mas vulnerables del cuerpo como el abdomen
(Olivier y Mos, 1992).

Existe marcada diferencia entre conducta agresiva y dominante. Quien expresa la
conducta agresiva pretende causar dafio a su oponente, mientras que la dominante
implica rango elevado dentro del grupo. De tal manera que existen organismos que
pueden ser agresivos, pero no necesariamente dominantes y viceversa. El estatus
dominante puede ser determinado al analizar la frecuencia y direccion de conductas
sutiles tales como amenazas para desplazar al otro individuo, y también al utilizar
ataques directos. En varias especies animales la conducta agresiva ayuda a
conseguir estatus dominante, lo que facilita acceso a los recursos. Sin embargo, las
jerarquias de dominancia son construidas al emplear diferentes intensidades de
conductas agresivas hacia los rivales (Honess y Marin, 2006).

Un s6lo encuentro agresivo se puede incrementar la intensidad de esta conducta en
confrontaciones futuras independientemente de que se haya identificado claramente
al ganador. La intensidad en la agresién puede expresarse como la breve latencia de
ataque, aumento en la frecuencia de iniciar los ataques o en la duracion de la
agresion. Como consecuencia del incremento en la agresion después de las
confrontaciones o de una sola experiencia ganadora se acrecenta la probabilidad de
ganar futuros encuentros agresivos. Lo anterior debido a que se generan cambios

neuronales involucrados en el aprendizaje que pueden contribuir a la motivacion
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para iniciar el encuentro agresivo (Oyegbile y Marler, 2005), esto se ha demostrado
en varias especies como humanos (Simpson, 2001), peces macho de la especie
Betta splendens (Thompson y Sturm, 1965) y en ratas (Van Hemel, 1972). También
se ha demostrado que Ila agresion puede disminuir al sancionar dicho
comportamiento, por ejemplo, las ratas que mostraron ataques mortales hacia
ratones los redujeron después de haber sido castigadas con choques eléctricos.
Roberts y Blase, en 1971, demostraron que el grado de supresion de la agresiéon
depende de la intensidad de los choques eléctricos aplicados como castigo (citado
en Baisinger y Roberts, 1972).

Enfrentarse para adquirir posicion dentro del grupo y asi acceder a los recursos
mencionados anteriormente, también implica costos pues el gasto energético y el
riesgo de resultar herido incrementan, lo que conlleva a ser vulnerable a
depredadores (Rutte, et al., 2006). Por ello los animales muestran lo que se ha

denominado sefales ritualizadas.

1. 4. 1. Sefiales ritualizadas

Cuando el animal dirige el ataque intenso contra otro individuo implica desventajas;
ya que el rival podria ser consanguineo, y si lo mata se reduciria indirectamente su
propia eficacia bioldgica, es decir, su éxito reproductivo es afectado (Bernal, 2011;
Maier, 2001), ademas de que luchar violentamente podria provocar en el agresor
heridas graves o la muerte. Es por ello que la mayoria de las luchas entre
conespecificos estan ritualizadas, en otras palabras, los animales deciden solo
mostrar y no utilizar ciertos atributos como lo son grandes dientes, garras o pelaje
erizado, para parecer peligrosos (Maier, 2001).

Después del enfrentamiento inicial, los encuentros posteriores originaran
expresiones de sumisidon o dominancia, las primeras inhiben la agresion entre
conespecificos. En la mayoria de los casos, una sefial de sumisién (o
apaciguamiento) permite que el perdedor se retire sin recibir mas ataques por parte

del vencedor (Maier, 2001). Las relaciones dominante-subordinado una vez
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establecidas persisten ya que son reforzadas por la tendencia de los animales a
emitir sefales ritualizadas que indican su rango respecto al otro. Entonces se

presentan los efectos ganador y perdedor (Rutte, et al., 2006).

1. 4. 2. Efecto ganador y perdedor

La experiencia previa de cada animal influye en la predisposicién que tienen para
participar en conflictos (Rutte, et al., 2006). Existen factores extrinsecos que pueden
tener efecto en las interacciones agresivas entre dos individuos, asi como en las
estructuras jerarquicas de dominancia. Esos factores extrinsecos incluyen efecto
ganador y perdedor (Dugatkin y Dugatkin, 2007). Tales efectos son utiles para
obtener explicaciones adaptativas sobre el comportamiento (Rutte, et al., 2006). El
efecto ganador, se define como el incremento significativo en la probabilidad de
ganar los siguientes enfrentamientos después de una experiencia victoriosa
(Dugatkin y Dugatkin, 2007; Fuxjager, et al., 2009; Oyegbile y Marler, 2005; Rutte, et
al., 2006), mientras que el efecto perdedor implica lo opuesto, las probabilidades de
ganar disminuyen (Dugatkin y Dugatkin, 2007; Rutte, et al., 2006). Por lo tanto, los
ganadores son mas propensos a ganar y los perdedores lo seran a perder, contra
diferentes oponentes (Rutte, et al., 2006).

A continuacion se muestran algunas propuestas que ayudan a comprender los
efectos ganador y perdedor, como la “hipétesis de la sefial social”’. Esta asume que
la victoria y derrota dejan rastros que afectan las decisiones subsecuentes de los
oponentes, y la “hipétesis de la auto-evaluaciéon” donde se asume que los ganadores
y perdedores gracias a su experiencia previa obtienen informacion acerca de la
propia habilidad para pelear en la poblaciéon (Rutte, et al., 2006). Debido al efecto
ganador, los animales victoriosos logran ser mejores peleadores posiblemente por
aprendizaje de detectar como ganar mas eficientemente porque utilizan mejores
estrategias. La duracion de éste efecto puede variar, ya que algunos experimentos
demuestran que en peces el efecto ganador puede durar desde unos segundos

hasta tres dias (revisado en Oyegbile y Marler, 2005).
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Existen diferencias especificas en la ocurrencia y relativa importancia del efecto
ganador, aunque algunas de ellas pueden tener base metodologica tal como la
asignacion no aleatoria de los individuos para que ganen o pierdan y el tiempo
transcurrido entre cada encuentro agresivo, la organizacion social, las diferencias
entre los sistemas de apareamiento y especialmente la incidencia de territorialidad,
tenga efecto significativo en la conducta ganadora (Oyegbile y Marler, 2005). Se ha
demostrado que ser residente es para un individuo el determinante contextual del
resultado de la pelea, es decir, cuando el individuo participa en un enfrentamiento en
su territorio es muy probable que gane (Fuxjager, et al., 2009).

Aquellas especies cuyo sistema ecoldgico es territorial y agresivo podrian ser mas
propensas a mostrar clara evidencia del efecto ganador. Se sabe que en los ratones
machos de Peromyscus californicus, especie que cuenta con un sistema social muy
agresivo, territorial, monégamo y paternal a lo largo de todo el afio se presenta el
efecto ganador; contrario a lo que sucede con la especie Peromyscus leucopus,
cuya organizacion reproductiva es poliginica, sin cuidado parental, son generalmente
menos agresivos Yy territoriales que P. californicus. Algunas interacciones de P.
leucopus parecen ser resueltas pacificamente, y es por ello que no se presenta el
efecto ganador de modo significativo.

En algunas especies, para que exista el efecto ganador es necesario que se
presente el efecto perdedor, sin embargo éste ultimo puede mostrarse aunque el
efecto ganador esté ausente. En P. californicus haber ganado un encuentro tiene
influencias en el comportamiento ganador que duran minimo dos dias, porque se ha
demostrado que es necesario tener tres victorias previas (cada dos dias) para
influenciar significativamente la habilidad para ganar (Oyegbile y Marler, 2005).

Una explicacion adaptativa para los efectos ganador y perdedor es, que el ganador
obtiene acceso a ciertos bienes e incrementa su “capacidad para retener recursos” y
un perdedor cuya habilidad para pelear decae debido al gasto en sus reservas
energéticas o a las heridas, podria beneficiarse de evitar participar en los siguientes
encuentros porque sus posibilidades de ganar son reducidas y el riesgo de resultar
lesionado aumenta. Mientras que los mecanismos no adaptativos no involucran

decisiones estratégicas y se presentan cuando gracias a la decisién de no pelear se
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obtiene ganancia energética, asi el efecto ganador podria ser subproducto de éste
aumento en la fuerza o reservas corporales y el efecto perdedor podria ser causado
por la reducida habilidad de pelear, debido simplemente al cansancio o heridas
infringidas en los enfrentamientos previos.

Existe evidencia tedrica y empirica que revela que los efectos ganador y perdedor
son cruciales para la formacion de la jerarquia en los grupos (Rutte, et al., 2006).

Se ha demostrado en la especie de ratén P. californicus que existe relacién directa
entre el incremento transitorio en los niveles de testosterona después de un
enfrentamiento, la agresion que expresaran en futuros encuentros y resultar
victoriosos en ellos. Cuando no se presenta el aumento transitorio de esta hormona,
tal es el caso de los machos castrados, tampoco incrementa la agresién en
enfrentamientos posteriores (Oyegbile y Marler, 2005).

La “hipdtesis de auto-evaluacion”, como ya se menciond propone que la experiencia
previa es utilizada para determinar la propia habilidad para pelear en relacién con la
misma de otros individuos en la poblacion. La probabilidad de ganar depende de
cuantos y cuales son los individuos débiles y fuertes dentro de la poblacion. Conocer
unicamente la propia habilidad para pelear podria no ser una prediccion confiable del
resultado de la pelea ya que un individuo que se considera fuerte podria ser inferior
si hay individuos aun mas fuertes en el grupo. Por ello la experiencia obtenida de los
enfrentamientos previos y sucesivos es importante al momento de decidir sobre
participar en un encuentro (Rutte, et al., 2006).

La fisiologia de los organismos esta ligada a la expresion del comportamiento
agresivo. De acuerdo con el hecho de que los efectos ganador y perdedor pueden
ser subproductos de mecanismos hormonales que regulan la conducta agonistica
durante los encuentros; los enfrentamientos intensificados resultan en cambios de
niveles de hormonas circulantes que persisten por algun tiempo y después regresan
a valores basales (Rutte, et al., 2006). Ademas, se cree que la expresion del efecto
ganador poco notable, como el que ocurre en la especie P. leucopus la cual es
menos agresiva y territorial comparada con P. califonicus, estéd asociado con el
cambio en la funcion de las hormonas, como cuando la testosterona ejerce escasa

influencia sobre el comportamiento agresivo (Oyegbile y Marler, 2005).
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1. 5. Caracteristicas fisioldgicas del comportamiento agresivo

En todos los vertebrados los machos generalmente son mas agresivos que las
hembras y los mecanismos neurofisiolégicos que regulan ésta conducta son
similares en todas estas especies. Por ello las investigaciones sobre la conducta
agresiva se enfocan en los efectos de las hormonas gonadales (Giammanco, et al.,
2005). Diversos estudios indican que los factores ambientales, sociales y procesos
biolégicos como: la deficiencia en el funcionamiento de algunas areas cerebrales,
influyen directamente en la conducta agresiva debido a variaciones en los niveles de
hormonas como la testosterona (Alock, 2005; Jianghong, 2004: Rutte, et al., 2006;
Simpson, 2001).

1. 5. 1. Hormonas involucradas en la conducta agresiva

Es sabido que las hormonas esteroideas modulan el comportamiento a través de
acciones indirectas sobre los neurotransmisores en el sistema nervioso central
(SNC) (Simpson, 2001). Por ejemplo: los receptores de testosterona en el SNC
estan localizados sobre todo en neuronas pertenecientes al area preodptica medial
frente al hipotalamo, el cual esta involucrado en la conducta agresiva. El efecto de
ésta hormona se relaciona con la influencia que ejerce sobre los niveles de algunos
neurotransmisores y neuromoduladores, asi como sus propios receptores. En
particular, existe una relacion inversa entre los elevados niveles de testosterona
presente en el plasma sanguineo y en el fluido cerebroespinal con los de serotonina
presentes en el cerebro lo que conlleva al incremento de la agresion en varias
especies (Giammanco, et al., 2005).

En varias especies de roedores la melatonina es una hormona que ejerce influencia
sobre el despliegue del comportamiento agresivo. Esta hormona es secretada por la
glandula pineal durante la noche y su secrecion es suprimida en presencia de luz,
cuando es administrada de manera exdgena, incrementa la agresion en los ratones
de la especie Mus musculus y los hamsteres de las especies Phodopus sungorus y

Mesocricetus auratus. El incremento en la agresion inducido por ésta hormona es
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bloqueado por la remocion bilateral de las glandulas adrenales en P. sungorus. Esto
sugiere que en adicion a la testosterona; la melatonina y las hormonas
adrenocorticales, como la dehidroepiandrosterona (DHEA) regulan la agresion en
estos organismos (Scotti, et al., 2009).

Todas las formas de comportamiento agresivo que comparten caracteristicas
conductuales. Sin embargo, los factores ambientales que promueven tales
conductas y los sustratos bioldgicos difieren marcadamente, por ejemplo, la
regulacion endécrina de la agresion es distinta cuando los dias tienen diferentes
duraciones. Estudios recientes indican que algunas hormonas, tanto esteroideas y
no esteroideas, intervienen en la expresion de la agresion, independientemente o en
conjunto con la testosterona. Tales mecanismos podrian ser particularmente
importantes para las hembras y los machos que aun no se reproducen (Soma, et al.,
2008).

1. 5. 2. Testosterona

En los machos los androgenos se sintetizan en el tejido intersticial de los testiculos,
en las células de Leyding (Justel, et al., 2009; Scotti, et al., 2009). La testosterona es
la principal hormona que se produce a nivel testicular (Jensen, 1976; Molina, 2006) e
induce modificaciones tanto en la fisiologia como en la conducta de los organismos
(Guyton y Hall, 2007; Justel, et al., 2009). La presencia de ésta hormona y otros
androgenos participan en la produccién y mantenimiento de los caracteres sexuales
secundarios masculinos (Guyton y Hall, 2007; Jensen, 1976). Por otro lado, ésta
hormona se relaciona con el rango social y la conducta de agresién en varias
especies que incluyen: ratas, ratdn, monos, hamsteres, perros y venados (Rada, et
al., 1976; Russo, et al., 2012).
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1.5. 2. 1. Metabolismo de la testosterona

La testosterona, es una hormona esteroidea cuya formula quimica es 17 beta-
hidroxilado, C-19. La mayor parte de ésta hormona es producida en los machos por
las células de Leyding en los testiculos (Jensen, 1976; Molina, 2006; Yen y Jaffe,
1991), donde se encuentra unida a la proteina de unién a androgeno, que tiene gran
similitud con la globulina de unién a hormonas sexuales (Molina, 2006), una vez que
es secretada se transporta en el plasma mediante a la globulina de union a
hormonas sexuales. Se estima que cerca del 97 al 99% de la testosterona circulante
esta ligada a ésta proteina (Jensen, 1976; Molina, 2006; Yen y Jaffe, 1991) y se
asume que la fraccién restante es la porcion metabdlicamente activa del nivel total
de la hormona, que cuando alcanza las células de sus glandulas diana como la
prostata, la enzima 5-alfa-reductasa transforma la testosterona a dihidrotestosterona
y es separada en varios metabolitos conjugados con acido sulfurico y glucurénico,
los cuales son excretados en la orina (Jensen, 1976). Esta hormona al ser secretada
tiene una vida media de 20.2 £ 1.4 min y de 20.2 +1.7 en ratones jovenes y maduros
respectivamente (Coquelin 'y Desjardins, 1982) y su inactivacién ocurre
principalmente en el higado, el cual es el principal tejido que remueve esteroides de
la sangre (Jensen, 1976; Yen y Jaffe, 1991).

La testosterona muestra un ritmo de secrecion a lo largo de 24h en el humano y en
machos de varias especies de primates no humanos, hamsteres, ratas y ratones con
cierta diferencia especie-especifica en la hora en que se presentan las
concentraciones maximas y minimas (Thorpe, et al., 2012). La secrecién de ésta y
otras hormonas es afectada como resultado de un encuentro agresivo o competitivo,
sin importar que el resultado sea victoria o derrota y es una causa de estrés (Suay,

et al., 1999), debido a lo cual se genera la hipotesis de desafio.

1. 5. 2. 2. Hipotesis de desafio
En general, la secrecién de testosterona puede variar de manera casi inmediata y
depende del contexto en que se encuentre el organismo. Por ello ésta hipoétesis,

establece que los niveles de testosterona circulantes se incrementan en los machos
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después de un solo encuentro agresivo, asi se ha sugerido que ésta hormona puede
funcionar para sostener, pero no para iniciar respuestas agresivas apropiadas
durante y después de la confrontacion, refuerza el aprendizaje de los individuos y los
prepara para encuentros posteriores (Gleason, et al., 2009; Oyegbile y Marler, 2005;
Scotti, et al., 2009). En observaciones llevadas a cabo en la especie P. californicus,
los encuentros agresivos en los que resultan victoriosos son seguidos por el
incremento en la testosterona, éste aumento se encuentra asociado al efecto
ganador, ya que favorece la habilidad para ganar encuentros futuros y estimula la
competitividad de los organismos (Oyegbile y Marler, 2005; Trainor, et al., 2004);
mientras que los machos de otras especies como los peces ciclidos, peces sapo,
lémures de cola anillada y gorriones de corona blanca presentan niveles circulantes
de androgenos mas altos en época reproductiva que en la temporada de no
apareamiento y se elevan aun mas como consecuencia de alguna interaccidn
agresiva. Sin embargo, en las especies con altos niveles basales de testosterona es
poco probable que presenten un aumento significativo después del evento agresivo
(Oyegbile y Marler, 2005).

Se ha demostrado en roedores que varias derrotas ocasionan la disminucién de los
niveles de testosterona y prolactina, ademas de la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal (HHA), como consecuencia los niveles de corticosterona se
incrementan 10 minutos después de la derrota y los basales son recuperados hasta
240 minutos mas tarde. La explicacion adaptativa para esto es que se reduce la
probabilidad resultar herido a causa de actuar defensivamente. Por lo tanto, los
cambios hormonales que resultan de las interacciones sociales pueden modificar el
comportamiento futuro para maximizar las posibilidades de sobrevivir de los

animales (Honess y Marin, 2006; Suay, et al., 1999).

1. 5. 2. 3. Testosterona y conducta

El comportamiento de los individuos puede ser alterado debido a variaciones en los
niveles de ésta hormona y responder de manera 6ptima al medio (Gleason, et al.,

2009), por ejemplo, se ha demostrado que la testosterona ademas de ser
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determinante para el inicio del comportamiento agresivo también promueve el
cuidado parental, mediante inyecciones de ésta hormona en el cerebro de ratas
macho (Giammanco, et al., 2005).

Existe relacion entre la presencia de ésta hormona en el plasma sanguineo con la
agresion en gran numero de especies. Los estudios realizados con monos Rhesus
indican que la presencia de la testosterona en los primeros afos de vida del animal
es importante para establecer la disposicidon bioldgica para la conducta agresiva en
los machos maduros, aunado a esto, los factores sociales y el aprendizaje
influencian la expresién de la agresion en la edad adulta (Rada, et al., 1976).

Los niveles de dicha hormona pueden ser afectados experimentalmente debido a la
administracién exdégena de ésta o la gonadectomia (Giammanco, et al., 2005).
Cuando la eliminacion de la produccion testicular de testosterona disminuye la
agresion y la dominancia, las inyecciones de testosterona o implantes con ésta
hormona restauran ésta conducta (Albert, et al., 1987; Scotti, et al., 2009; Simpson,
2001). De tal manera que las jerarquias establecidas entre ratas machos pueden ser
invertidas por medio de la administracidn cronica de testosterona a los subordinados;
los animales que hayan resultado perdedores en las pruebas, se volveran
ganadores. Lo cual demuestra que los animales subordinados presentan los niveles
mas bajos de testosterona. La dominancia inducida por administracion de
testosterona es reversible si los animales que fueron dominantes son tratados con
drogas serotoninérgicas, debido a que éstas reducen la agresividad (Giammanco, et
al., 2005).

Mazur en 1976, propuso un modelo para explicar la interaccion compleja de la
testosterona, dominancia y agresion en machos. Donde el incremento en la actitud
dominante desencadenara el ascenso en los niveles de testosterona, que facilitara
aun mas el comportamiento agresivo y, a la inversa, la disminucién en la actitud
dominante reducira los niveles de testosterona, y por lo tanto inhibira también la
conducta agresiva (citado en Honess y Marin, 2006).

En algunas especies de roedores la agresién puede no estar relacionada o ser
inversamente proporcional con los niveles de testosterona circulantes. Por ejemplo,

en los machos de hamster siberiano la gonadectomia, que como consecuencia
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implica bajos niveles de la hormona, no tiene efecto en la conducta agresiva, y la
administracidn exogena de testosterona ocasiona que la agresion disminuya, por ello
se ha propuesto a la DHEA como una hormona involucrada en desencadenar ésta
conducta, ya que es precursor de androgenos. En contraste los hamsteres sirios
machos gonadectomizados muestran incremento en los niveles plasmaticos de
DHEA-S, lo cual sugiere la relacion inversa entre la testosterona gonadal y la DHEA
adrenal. Las interacciones agresivas rapidamente incrementan la conversion de
DHEA a testosterona durante la noche, pero no durante el dia (Scotti, et al., 2009).

Aunque puede ser afectada por el contexto social, la secrecion de testosterona se

presenta diariamente de manera diferencial.

1. 5. 2. 4. Secrecion diaria de testosterona

La secrecion de ésta hormona en los mamiferos presenta un ritmo que dura
alrededor de 24h, se conoce como “circadiano” (del latin circa cerca y diano dia)
(Pittendrigh, 1981) y es diferente en todas las especies. En los roedores la funcion
hipdfisis-testicular presenta variacion circadiana (Esquifino, et al., 2004). En
hamsteres machos, la testosterona alcanza los valores maximos por la tarde justo
antes al inicio de actividad y los minimos se presentan por la mafana (Hoffmann y
Nieschlag, 1977).

La secrecion diaria de ésta hormona puede ser modificada por el contexto social. En
un experimento realizado con ratas macho agrupadas y aisladas, expuestas a 12h
de luz y 12h de oscuridad, tal relacidon entre las horas de luz y las de oscuridad se
denomina fotoperiodo y se representa (LO 12:12), las horas de luz y oscuridad son
conocidas como fotofase y escotofase respectivamente, con encendido de luces a
las 06:00h, las ratas que se mantuvieron agrupadas presentaron el maximo valor de
secrecion de testosterona durante la fotofase a las 17:00h. Este resulté ser mayor y
en diferente hora que en aquellas que se mantuvieron aisladas, en ellas el pico
maximo de secrecion de la hormona se alcanzé a las 22:00h, en la escotofase del

ciclo (Esquifino, et al., 2004).
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Como se menciond anteriormente la secrecion de testosterona y la conducta de
agresividad guardan estrecha relacion en diversas especies. La evidencia
experimental indica que en roedores el estrogeno y la testosterona pueden alargar el
periodo y alterar el inicio y cantidad de la actividad locomotora (lwahana, et al.,
2008). Debido a que la gonadectomia en ratones de la especie Mus musculus en
condiciones de libre curso (OO) ocasiona la disminucion de la actividad en su rueda
en el inicio de la fase en que son activos. Simultaneamente, el periodo del ritmo en
libre curso aumenta. Ambos efectos son eliminados con la implantacion de una
capsula Silastica la cual libera una dosis de testosterona constantemente (Daan, et
al., 1975). En la especie Octodon degus la presencia de hormonas gonadales en los
machos y hembras durante el estro, cuando los niveles de estrégeno son elevados,
estimula la actividad en la rueda, mientras que la gonadectomia atenua tal efecto en
ambos sexos. Se ha propuesto que la testosterona que es convertida a estrégeno
estimula la actividad locomotora, pues a pesar de que los niveles de ésta hormona
incrementan significativamente la actividad, el estradiol es 100 veces mas eficaz que
la testosterona (Jechura, et al., 2000).

Los niveles de testosterona de los machos pueden ser afectados por el ciclo estral

de las hembras a su alrededor (Achiraman, et al., 2014).

1. 6. Influencia del ciclo estral en la fisiologia y comportamiento de

los machos

El estado funcional del eje hipotalamo-hipodfisis-gonadal de las hembras es evidente
gracias a los cambios ciclicos que ocurren en el epitelio vaginal, los cuales
involucran la presencia de tipos celulares distintivos como resultado de la accién de
los niveles de hormonas sexuales circulantes. Esos cambios ciclicos se conocen
como ciclo estral y estan asociados también con modificaciones en la mayoria de los
sistemas del organismo y la conducta (Byers, et al., 2012; Sepulveda, et al., 2012),
como lo son: actividad locomotora, cognicion, conducta reproductiva, ingesta de

alimentos y liquidos, los cuales varian marcadamente al depender de la fase del
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ciclo estral. En los roedores el periodo de éste ciclo en general abarca cuatro dias,
presenta cuatro fases: proestro, estro, metaestro y diestro. Cada una de éstas fases
tiene duracion y caracteristicas citolégicas que hacen evidente el estadio de
referencia (Goldman, et al., 2007; Sepulveda, et al., 2012), el proceso de
senescencia reproductiva se conoce como estropausia y se caracteriza por un
estado aciclico o anestro (Sepulveda, et al., 2012).

En animales sociales como los roedores es posible sincronizar el ciclo estral, de tal
manera que las diferentes fases del ciclo ovarico de las hembras ocurren al mismo
tiempo, esto se conoce como sincronia reproductiva o efecto Whitten (Jemiolo, et al.,
1986; McClintock, 1983; Wilmer, et al., 2005) y como consecuencia hay variaciones
en la secrecion de testosterona de los machos, debido a que la presencia de una
hembra receptiva produce la activacion del eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal en los
machos que tienen experiencia sexual. Lo anterior se encuentra relacionado con el
aumento en el plasma sanguineo de testosterona y hormona luteinizante (HL). Los
machos muestran preferencia por una hembra en estro sobre aquella que no se
encuentra en esta fase del ciclo. En machos con experiencia sexual, la presencia de
la hembra receptiva logra aumentar los niveles de testosterona sin necesidad de
llegar a la eyaculacion. Es decir los niveles hormonales en los machos se encuentran
influenciados por la presencia de la hembra y la fase del ciclo estral en el que se

encuentre ésta (Justel, et al., 2009).

Como se menciond anteriormente, varios procesos conductuales vy fisiolégicos, se
presentan con cierta ciclicidad en todos los sistemas vivientes, constituyen una
adaptacion evolutiva a los cambios temporales presentes en el medio ambiente y
son conocidos como ritmos biolégicos (Cardinali, et al., 1994), la secrecion de
testosterona y el ciclo estral de los roedores son ejemplos de ritmos biolégicos ya

que se presenta con determinada periodicidad.
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1. 7. Ritmos bioldgicos

Los ritmos biologicos son procesos vitales en los organismos que ocurren con un
ciclicidad caracteristica, es decir, se presentan como variaciones regulares a través
del tiempo (revisado en Meijer, et al., 2010), y se caracterizan por presentar diversos
parametros que se describen a continuacion (fig. 1).

- El periodo se define como el tiempo transcurrido para que se lleve a cabo una
oscilacion completa o ciclo. Se denomina como T (periodo del sincronizador) y ¢
(periodo del ritmo enddgeno manifestado en la conducta).

- La frecuencia indica el numero de veces que ocurre un fendmeno especifico dentro
de un determinado intervalo de tiempo.

- El mesor es una estimacion de tendencia central de la distribucion de valores de
una variable oscilante, es decir, el valor medio alrededor del cual oscila la variable.

- La amplitud es la diferencia entre el valor minimo o el valor maximo alcanzado por
la variable durante el periodo determinado y el valor medio de la oscilacion.

- La acrofase y la batifase son los puntos dentro de un periodo en los que se
encuentran el valor maximo y minimo del ritmo respectivamente (Refinetti, 2005)

- La fase indica la localizacion en el tiempo para un valor dado dentro del ritmo
(Koukkari y Sothern, 2006).

Periodo

- Fase

_/_,Mesor

Variable

(o]
|
- -

1 Amplitud | atifase

I |
12 24

Tiempo

Fig. 1. Representacion gréfica de un ritmo biolégico y sus componentes a lo largo de un ciclo (modificado de
Gruart, et al., 2003)

Los ritmos biologicos se presentan en un amplio intervalo en frecuencias de
oscilacion, desde ciclos por segundo, como la actividad de los genes, hasta meses
como las migraciones y la reproduccion (Collado, et al., 2001; Salazar, et al., 2006).

Mientras que, el ambiente geofisico se caracteriza también por la existencia de ciclos
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derivados del movimiento de la Tierra y la Luna en relacion con el Sol. Estos ciclos
geofisicos, son al alternacion del dia y la noche, las mareas, las fases lunares y las
estaciones del afio (Salazar, et al.,, 2006). Los ritmos que se aproximan a la
periodicidad con la que ocurren ciertos fendmenos geofisicos, se nhombran con el
prefijo —circa, seguido del fenbmeno con el que coinciden, por ejemplo: los ritmos
circamareales, circadianos, circalunares y circanuales; el periodo de dichos ritmos es
cercano al de las mareas, a la duracion de un dia, un ciclo lunar, y un afo,
respectivamente (Gruart, et al., 2003; Salazar, et al., 2006). Asimismo los ritmos
circadianos se pueden clasificar segun su frecuencia de recurrencia en: ultradianos,
los que ocurren mas de una vez durante un dia e infradianos, los que requieren mas
de un dia para que se repitan (Gruart, et al., 2003).

Debido a lo anterior los ciclos externos de luz imponen periodicidad en los procesos
ciclicos de los organismos, quienes como consecuencia han desarrollado un reloj
interno, también conocido como reloj maestro, que brinda a los sistemas bioldgicos
cierta organizacién temporal, y les permite anticiparse a las modificaciones en el
medio (revisado en Meijer, et al., 2010); o bien, hacer lo correcto a la hora correcta
(Aschoff, 1965).

Aquellos ritmos biolégicos que son el resultado de la adaptacién del organismo a las
variaciones ciclicas en el ambiente se caracterizan porque en condiciones naturales
la frecuencia del ritmo enddgeno es igual a la de los ciclos geofisicos con los que se
relacionan (Gruart, et al., 2003). Esto se denomina sincronizacion, donde {=T
(Salazar, et al., 2006).

El comportamiento de los animales suele presentarse con cierta ritmicidad
circadiana, es decir, sucede cada 24h aproximadamente, asi puede analizarse como
un sistema integrado que inicia con la expresion de genes y finaliza en salidas de
comportamiento, como actividad locomotora (revisado en Mohawk, et al., 2012).
Cualquier sefal ambiental peridédica capaz de imponer fase y periodo a un ritmo
(sincronizar) se conoce como “zeitgeber” (del vocablo aleman “dador de tiempo”) o
sincronizador (Aschoff, 1965), el modo usual para abreviar la hora del zeitgeber es
“ZT”, es una hora del tiempo estandar basada en el periodo del sincronizador cuya

unidad de medida es en horas. Por ejemplo: bajo el ciclo LO 12:12, la hora en que
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inicia la fotofase usualmente se define como la hora cero del sincronizador, se
simboliza ZTO y la hora en que inicia la escotofase se define como hora doce del
sincronizador, es decir, ZT12 (Refinetti, 2005).

El sincronizador mas importante es el transcurso del dia y la noche (Aschoff, 1965;
Pittendrigh, 1967). Otros zeitgebers capaces de sincronizar el “reloj biolégico” son:
las sefales sociales, cambios en la temperatura ambiental y la disponibilidad de
alimento (Escobar, et al., 1997). Un sincronizador proporciona relaciones de fase
especie-especificos entre la periodicidad del organismo y la del medio ambiente.
Todas las funciones ritmicas en un organismo, mantienen relaciones de fase mas o
menos fijas entre si (Aschoff, 1965), como el ciclo diario de sueno-vigilia, el cual esta
acompafado por varios ritmos fisiologicos y conductuales. Todos esos ritmos se
llevan a cabo en un tiempo exacto para proveer al organismo la maxima adaptacion
al medio (Moore, 1992). Para que un sincronizador actue como tal, debe ser una
seflal o estimulo con la intensidad necesaria a la que el organismo sea lo
suficientemente sensible (Ramirez, 2002). La sincronizacion del reloj bioldgico

proporciona al medio interno un estimado del tiempo externo (Salazar, et al., 2006).

1.7.1. Propiedades de los ritmos circadianos

En condiciones constantes de oscuridad y temperatura, es decir, cuando éstas no
presentan variaciones, un organismo puede expresar uno mas ritmos circadianos
tales como, locomocion, sensibilidad a drogas (cocaina y morfina), entre otros; el
periodo de esos ritmos se mantiene cercano a 24h (Aschoff, 1965; Gruart, et al.,
2003; Marinelli, et al., 1994; Pittendrigh, 1967). Esto indica que los ritmos circadianos
son verdaderamente enddgenos y no impuestos por el medio ambiente, éste
fendbmeno se denomina oscilacidon espontdnea o libre curso (Aschoff, 1965;
Pittendrigh, et al., 1958). Por el contrario, cuando los organismos son expuestos a un
régimen ciclico de luz-oscuridad de 24h (por ejemplo, LO 12:12) se ajustan al ciclo
impuesto (Ramirez, 2002). Los ritmos circadianos presentan compensacion de la
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temperatura, esto significa que su periodo no es afectado a causa de variaciones en
la temperatura (Bass, 2012).

El periodo de los ritmos circadianos, es resultado de bases genéticas, y manejado
por los osciladores periféricos que constituyen el llamado sistema circadiano, dentro
del cual se encuentran estructuras receptoras de informacion sensorial, la procesan
y envian la sefial de salida del mismo (Goldman, 1999). Gracias a éste sistema el
organismo es capaz de integrar las sefales externas que recibe, como el ciclo LO

(revisado en Mohawk, et al., 2012).

1.7. 2. Fotoperiodo

El fotoperiodo es una sefial ambiental capaz de afectar la fisiologia y el
comportamiento de algunas especies (revisado en Alcock, 2005), consiste en el
periodo de iluminacién durante el dia, que abarca el tiempo que transcurre entre la
salida y la puesta del sol, es decir, la relacion de las horas de luz con las horas de
oscuridad en un lapso de 24h (revisado en Arguedas, 2000). Esta constituido por la
fotofase y la escotofase (revisado en Vasicek, et al., 2005). Mediante ésta sefal los
organismos pueden predecir cambios en el medio como disponibilidad de alimento y
temperatura (Trainor, et al., 2010). La informacién obtenida del fotoperiodo es

integrada en el sistema circadiano (Moore-Ede, et al., 1982).

1. 7. 3. Sistema circadiano

El sistema circadiano consiste en un conjunto de elementos que participan en la
organizacion y manifestacion de los ritmos circadianos en un organismo. En
mamiferos éste sistema esta constituido por receptores sensoriales y vias aferentes
al reloj maestro, las vias eferentes regulan el proceso de transmision de la ritmicidad
a los sistemas efectores (More-Ede, et al., 1982).

La organizacion de éste sistema requiere la combinacion de la inervaciéon autbnoma

de tejidos periféricos y de la sefalizacion enddcrina para responder a las sefales

29



exdégenas como luz y alimento. Diversas hormonas influyen en la organizacion
circadiana de los mamiferos, como la liberacion ritmica de glucocorticoides, que es
resultado de la inervaciéon simpatica de la glandula adrenal, asi se modula la
sensibilidad a la hormona adrenocorticotropica (HACT) e influye directamente en el
ritmo de secrecion de hormona liberadora de corticotropina (HLC) (revisado en
Mohawk, et al., 2012).

Se ha identificado al Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) cémo el principal marcapasos
circadiano o reloj maestro en los mamiferos (revisado en Butler, et al., 2012;
Mohawk, et al., 2012), es un oscilador capaz de dirigir varios subsistemas
fisiologicos y asi permite a los individuos organizar temporalmente el curso de sus
procesos internos y su comportamiento, lo cual resulta en la manifestacién de ritmos,

para anticipar cambios en el entorno como el ciclo LO (Pittendrigh, 1967).

1. 7. 4. Nacleo Supraquiasmatico

El NSQ es una estructura descrita en 1917 por Spiegel y Zweig, quienes
reconocieron en roedores, carnivoros y primates una masa dorsal al quiasma 6ptico
dentro del area conformada por las neuronas presentes en las paredes del tercer
ventriculo (citado en Suburo y Pellegrino, 1969). Las neuronas que conforman el
NSQ generan oscilaciones auto sostenidas en su actividad eléctrica cuyo periodo es
de aproximadamente 24h (Welsh, et al., 1995). Al extirparlo se pierden los ritmos
circadianos de alimentacién y actividad locomotora, esto indica que ésta estructura
es el principal marcapasos en el sistema circadiano (revisado en Kishi y Sunagawa,
2011; Mohawk, et al., 2012; Moore, 1992) y acopla a los osciladores periféricos, los
cuales son organos y tejidos, como la corteza cerebral, la retina, el higado, el rindn y
el pancreas (Kiessling, et al., 2010), los cuales tienden a mantener oscilaciones de
duracion caracteristica sin la influencia del NSQ, el cual los coordina para generar
ritmos con un periodo adecuado segun las necesidades del organismo (Garaulet y
Madrid, 2010).
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El NSQ, una estructura de 20 mil neuronas aproximadamente, en el hipotalamo
ventral. Se cree que cada una de ellas contiene un oscilador circadiano auténomo,
de tal modo que estan acopladas entre si y oscilan de manera coherente.

El NSQ responde a estimulos de luz y funciona como un cronémetro del tiempo
ambiental. Para poder integrar las sefales externas el organismo necesita las vias

de sincronizacion (revisado en Meijer, et al., 2010; Mohawk, et al., 2012)

1. 8. Vias de sincronizacion del sistema circadiano

En los mamiferos los ritmos circadianos son generados gracias a los sistemas
neurales osciladores sincronizados con el ciclo LO por rutas visuales especificas,
éstas requieren la presencia de elementos fotorreceptores que se acoplen al
marcapasos. Tales rutas visuales transmiten la informacién al NSQ de acuerdo con
el ciclo LO y se han descrito dos. La primera es la via directa de la retina al NSQ,
que se conoce como tracto retinohipotalamico (TRH), el cual esta constituido por las
fibras que parten de las células ganglionares que pertenecen al grupo de las células
W y responden predominantemente a cambios en la luminosidad. La segunda ruta
de sincronizacion es la proyeccién del complejo llamado hojuela intergeniculada
lateral (IGL) hacia el NSQ, dicho complejo es un pequeio grupo de células
intercaladas entre el nucleo geniculado lateral dorsal y el nucleo geniculado lateral
ventral, que recibe una proyeccion bilateral de la retina, aparentemente de las
mismas células ganglionares que extienden hacia el NSQ (Moore, 1992).

No se sabe con exactitud donde se integran las sefales internas del organismo con
las féticas del exterior, pero un locus potencial es la poblacién de receptores de
andrégenos (RA), expresados en casi la mitad de las neuronas del NSQ, éstos
receptores responden directamente a pulsos agudos de luz y consecuentemente
expresan FOS (Butler, et al., 2012) una proteina producto del gen c-fos utilizada
como un marcador de la actividad neuronal inducida por un estimulo ya que la
activacién y transcripcion del gen ocurren justo después de la activacién de la
neurona (Debru, 2009; Salazar, et al., 2007).
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Se han hecho experimentos en los que conductualmente, la gonadectomia alarga el
periodo en libre corrimiento e incrementa la variabilidad en el inicio de la actividad
cada dia, debido a que éste procedimiento reduce la expresion de RA en el NSQ. El
tratamiento con propionato de testosterona en esos animales restaura la expresion
de RA. Esto indica que los androgenos alteran la respuesta del reloj circadiano ante
estimulos foticos al mantener el periodo en libre corrimiento mas largo en animales
gonadectomizados comparados con los intactos o con reemplazo de testosterona.
Este efecto en el periodo se manifiesta en LL pero no en OO. Con elevadas
concentraciones de testosterona en circulacion, el inicio y la duracion de la actividad
de los organismos es mas precisa (Butler, et al., 2012).

Como se ha mencionado en los ejemplos anteriores, el fotoperiodo es una sefal que

consigue modificar los ritmos circadianos.

1. 8. 1. Alteraciones de los ritmos circadianos debidas al

fotoperiodo

Se ha observado que diversas especies de roedores, como: hamsteres sirios
(Mesocricetus auratus), hamsteres siberianos (Phodopus sungorus), el ratén de
playa (Peromyscus polionotus), y el ratén ciervo (Peromyscus maniculatus) se
muestran mas agresivas en pruebas residente-intruso durante dias cortos (LO 8:16),
y presentan regresion testicular, lo que corresponde con la disminucion en la
secrecion de testosterona (Trainor, et al., 2008).

Por otro lado, existen diferentes situaciones relacionadas con variaciones en el
fotoperiodo en las que los organismos responden de manera desfavorable, por
ejemplo, las sociedades industrializadas se caracterizan por la exposicion a luz
artificial a cualquier hora, sujetos con menos horas de suefo, trabajo por turnos
rotatorios y viajes transmeridionales en avion, esto resulta en la desincronizacion de
los periodos del ciclo externo LO y del reloj maestro (Bass, 2012), lo cual tiene como

consecuencia una variedad de enfermedades de salud fisica y mental (Kishi y
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Sunagawa, 2011; Yan, 2011). Sin embargo, los mecanismos subyacentes para tales
patologias no son bien entendidos (Yan, 2011).

El shift-work o trabajo por turnos rotatorios, es asociado con hipertensién, sindrome
metabdlico, cancer y otras enfermedades. Se ha propuesto que la causa de esas
enfermedades es la desorganizacion entre las sefales temporales del reloj biolégico
y el horario suefo-vigilia de quienes trabajan de este modo. En un experimento con
dos grupos de ratas, donde el control tuvo un horario de comida durante la fase en
que estan activas normalmente y el experimental, en el que las ratas fueron sujetas
a horarios con 8h de actividad y alimento disponible durante su fase de descanso, se
observaron alteraciones considerables en el segundo grupo, en el cual los ritmos de
actividad locomotora y glucosa fueron atenuados, ademas se desarroll6 obesidad
abdominal. Cambiar la ingesta de comida a la fase normal de actividad ayudo6 a
prevenir el incremento de masa corporal y revirtio las perturbaciones metabdlicas de
los animales experimentales (shift-workers) a los rangos control. Por lo tanto, los
habitos de alimentacion pueden prevenir o inducir desincronizacién en los ritmos y
obesidad (Salgado, et al., 2010).

Los patrones circadianos normales también pueden ser afectados debido al jet-lag
(Collado, et al., 2001; Kiessling, et al., 2010; Mohawk, et al., 2004; Refinetti, 2005)

1. 8. 1. 1. Descompensacién horaria debida a vuelos

transmeridionales (jet-lag)

El jet-lag es la descompensaciéon horaria en los humanos y esta asociada con viajes
transmeridionales en avion o “jets” en los que se atraviesan varios husos horarios,
ésta descompensacion y es el resultado de la diferencia de fase entre los ritmos
corporales y el medio local al que llegan los sujetos, de tal manera que se
encuentran desincronizados (revisado en Collado, et al., 2001; Kiessling, et al.,
2010; Mohawk, et al., 2004; Refinetti, 2005).

Los sintomas que surgen como consecuencia de la descompensaciéon horaria

abarcan perturbaciones fisiolégicas, algunas de ellas son: pérdida de apetito,
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disminucién de la coordinacion psicomotora y del rendimiento en general (Kiessling,
et al., 2010), irregularidad en la secrecion de algunas hormonas como melatonina y
cortisol (Katz, 2011), irritabilidad, ansiedad, desordenes de suefio, disminucion de la
eficiencia mental, fatiga, molestias gastrointestinales (Katz, 2011; Manfredini, et al.,
1998; Refinetti, 2005), depresidn y angustia (revisado en Mohawk, et al., 2004).

La severidad y duracidén de los sintomas depende de la direccion, rapidez y del
numero de zonas horarias que se crucen durante el viaje (Kiessling, et al., 2010).
Suelen durar soélo unos cuantos dias, poco mas de una semana, si se cruzan
muchas zonas horarias (revisado en Katz, 2011; en Mohawk, et al., 2004; Refinetti,
2005).

Se han hecho experimentos con ratones en los que se simula ésta condicion y se ha
demostrado que debido a la alteracion del sistema circadiano de los organismos bajo
jet-lag crénico, que consistido 8h de adelanto en el encendido de las luces cada dos
dias, el crecimiento de tumores se aceler6. Mientras que, la exposicion a la luz
constante u oscuridad no tuvo efecto (Filipski, et al., 2004).

El ajuste del reloj al nuevo horario no es inmediato, requiere varios dias. En ratas se
han realizado registros de la actividad de los impulsos eléctricos en las neuronas del
NSQ después del adelanto de 6h en el ciclo LO y se ha mostrado que dos
subpoblaciones celulares en el NSQ cambian asincrénicamente. La porcidon ventral
exhibe un rapido ajuste al nuevo ciclo LO, mientras que la porcion dorsal requiere
mas de seis dias para reajustarse (Albus, et al., 2005).

En ratones se ha demostrado que los relojes periféricos varian en su rango de ajuste
al jet-lag y traducen la hora del reloj a senales fisiolégicamente significativas, via
activacion ritmica de genes controlados por el reloj maestro. Por mencionar un
ejemplo; el NSQ vy la glandula suprarrenal o reloj adrenal, se adaptan con rapidez a
los nuevos horarios de luz en comparacion con otras estructuras como la corteza
cerebral, la retina, el higado y el riidn por eso se ha propuesto que el reloj adrenal
contribuye para alcanzar la resincronizaciéon. Los glucocorticoides adrenales (GCs)
pueden reajustar los relojes periféricos, y el reloj circadiano adrenal regula el ritmo
de liberacion de GCs hacia la sangre. Al generar un cambio de fase en el ritmo de
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liberacion de los glucocorticoides suprarrenales se demostré que tal ritmicidad
influye en la sincronizacion fética de la actividad locomotora (Kiessling, et al., 2010).
En adicion a la relacién entre glucocorticoides y ritmos circadianos bajo condiciones
sincronizadas, existe evidencia de que el estrés en un animal puede influir sobre la
resincronizacion en el ritmo de actividad locomotora que resulta del cambio de fase
en el ciclo LO (Mohawk, et al., 2004).

1. 8. 1. 2. Modelos experimentales de jet-lag

El sistema circadiano de los mamiferos puede adaptarse a cambios abruptos en el
fotoperiodo pero se requieren varios ciclos transitorios para conseguir sincronizarse,
es decir, alcanzar la relacion de fase estable del medio ambiente con la organizacion
interna de las innumerables oscilaciones fisioldgicas y a nivel molecular dentro del
organismo. La desorganizacion que se genera durante la resincronizacién en
humanos es considerada como factor subyacente del jet-lag, lo que a su vez tiene
entre sus efectos la sensacion de incomodidad y fatiga (Davidson, et al., 2009).

Se han llevado a cabo simulaciones de jet-lag en condiciones de laboratorio cuyos
modelos animales son roedores. Se han observado casos de resincronizacion
instantanea. Sin embargo, lo mas probable es que sea un reflejo de la influencia del
“‘enmascaramiento fético”, asi son denominados aquellos cambios en los ritmos
conductuales que son efecto de la luz y que permiten que un organismo responda
inmediatamente de modo apropiado con los cambios en el ambiente (Rietveld, et al.,
1993) pero no necesariamente reflejan cambios en el NSQ (Meerlo, et al., 2002). El
enmascaramiento foético, de acuerdo con la modificaciéon en la actividad locomotora
de los organismos puede ser positivo 0 negativo, el primero es cuando la exposicion
a la luz incrementa la actividad en animales diurnos y el segundo la disminuye en los
nocturnos (Phillips, et al., 2013).

En la mayoria de los estudios, la resincronizacién al nuevo horario del ciclo LO
requiere aproximadamente un dia por cada hora de cambio en el fotoperiodo (zona
horaria) (Refinetti, 2005).
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El jet-lag, a través de la desincronizacion de ritmos circadianos y probablemente por
privacion de suefo puede llevar a la exacerbacion de condiciones psicoéticas
existentes (Katz, 2011), y también causa problemas crénicos de salud (Reddy, et al.,
2002) como alteraciones en la temperatura corporal y la secrecién urinaria (Siegel, et
al., 1969).

El modelo de jet-lag implica la respuesta molecular del sistema circadiano ante el
cambio de horario de luz. Se ha observado en ratones bajo el ciclo LO 12:12
sometidos a un avance de 6h en el inicio de la fotofase, que existe notable
heterogeneidad en la sincronizacion en diferentes érganos, y también dentro de la
maquinaria molecular de cada tejido (Katz, 2011), como la corteza somatosensorial,
el higado, rifidn y pancreas (Kiessling, et al., 2010).

En otra investigacion sobre los efectos del jet-lag, se utilizaron ratas juveniles y de
edad avanzada, después del avance de 6h en el ciclo LO los organismos de mayor
edad murieron. En contraste, no hubo organismos muertos cuando el ciclo de luz fue
retrasado (Davidson, et al., 2006).

Goel y Lee reportaron en 1995 que las hembras de Octodon degus sincronizadas a
un horario LO 12:12 con encendido de luces 06:00h y apagado 18:00h, colocadas en
la misma jaula que una hembra sincronizada a un ciclo LO con un adelanto de 6h
con respecto al antes mencionado ejerci6 como donadora de sefales, ya que las
hembras resincronizaron mas rapido a tal adelanto de fase en el ciclo de luz que las
que estaban solas, mientras que los machos no lo hicieron. De esta manera se
mostrd que las sefales sociales en la presencia de un ciclo de luz pueden influenciar
la resincronizacién de las hembras pero no la de los machos, y también se observo
que las sefiales olfatorias proporcionan informacién de sincronizacion, debido a que
la extraccion del bulbo olfatorio impide que un donador, es decir, aquel raton
sincronizado al horario con adelanto de 6h promueva la resincronizacion de una
hembra a un cambio de fase (revisado en Jechura y Lee, 2004).

Ademas de los modelos animales existen varios trabajos hechos con humanos en
los que se ha demostrado que algunos efectos del jet-lag crénico son: disminucion
en la agudeza mental e incremento en el riesgo para adquirir patologias como

cancer, enfermedades digestivas, ulceras, desordenes de suefo. Algunos de esos
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efectos pueden llegar a ser mas severos con el numero de afios con viajes
transmeridionales, el resultado puede ser un dano acumulativo con la edad de los
animales (Davidson, et al., 2006).

La desincronizacion circadiana es mas grave durante la adaptacion a avances en la
hora local porque el reloj circadiano requiere mas dias para resincronizarse que para
los retrasos, los cuales cuentan una rapida recuperacion (Collado, et al., 2001;
Manfredini, et al., 1998; Reddy, et al., 2002), el restablecimiento en el ciclo reposo-
actividad es gradual y toma varios dias (Reddy, et al., 2002).

Se ha demostrado que los cambios de fase con efectos mas severos en la
desincronizacién son los avances de 6h (Davidson, et al., 2009). Wegmann calculé
que son necesarios tres dias para resincronizar los ritmos psicomotores después de
un vuelo hacia el oeste, de Alemania a Estado Unidos, mientras que se requieren
ocho dias si el vuelo es en la direccion opuesta (revisado en Manfredini, et al., 1998).
El mecanismo subyacente de los efectos deletéreos de los avances de fase en el

ciclo LO no son claros (Davidson, et al., 2006).

1. 9. Relacion entre la agresividad, testosterona y ritmos bioldgicos.
Se ha reportado para varias especies tales como hamsteres Phodopus sungorus y
ratas Rattus norvegicus de la cepa Wistar, que la secrecion de testosterona presenta
un ritmo circadiano (Esquifino, et al., 2004; Hoffmann y Nieschlag, 1977) y que se
relaciona directamente con la agresividad que expresan los organismos (Rada, et al.,
1976). Por ser un ritmo biolégico, la secrecidon de testosterona puede ser
influenciada por factores externos tales como el fotoperiodo y el contexto social
(Esquifino, et al., 2004).

Lo anterior consigue relacionar la hora del dia en que los animales son mas
agresivos con la maxima y minima secrecibn hormonal. Los roedores, al ser
nocturnos suelen ser mas agresivos por la noche que durante el dia (Soma, et al.,
2008).
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1. 9. 1. Modelos utilizados en el estudio de |la agresividad y

testosterona

En las investigaciones realizadas sobre agresividad y su relacidn con la testosterona
se encuentran trabajos con roedores de la especie Peromyscus californicus, que
presenta relacion directa entre los niveles de testosterona y el cuidado parental. A
pesar de que la castracion disminuye los niveles de ésta hormona, no tiene efecto en
la conducta agresiva de ésta especie (Trainor y Marler, 2001). En ratas, se encontro
que tal conducta aumenta en los machos tratados con implantes de testosterona en
el hipotalamo, esto sugiere que tal estructura o el tejido cercano a ella contiene
circuitos neurales sensibles a la hormona que modulan la agresion entre machos
(Albert, et al., 1987; Giammanco, et al., 2005). En primates no humanos, se sabe
que la conducta agresiva indica cierto grado de estrés y éste incrementa los niveles
de cortisol el cual influye en el aumento en los niveles de testosterona (Honess y
Marin, 2006).

Aunque existen varias investigaciones sobre los efectos del jet-lag en la fisiologia de
los organismos, no se ha hecho algun trabajo dénde se den a conocer los efectos
del jet-lag sobre la conducta agresiva y la secrecion de testosterona.

En el presente trabajo se eligid trabajar con la especie Neotomodon alstoni para
ampliar el conocimiento que se posee a carca de ella en cuanto a fisiologia y

conducta.

1. 10. El ratén de los volcanes Neotomodon alstoni (Rodentia:

Cricetidae)

El raton de los volcanes, N. alstoni, es un roedor endémico de México, que

pertenece al orden Rodentia y a la familia Cricetidae (fig. 2). Esta especie presenta

distribucion restringida al Eje Neovolcanico Transversal de México, situado entre los

18° y 22° latitud Norte 2,600 y los 4,500 metros sobre el nivel del mar (Revisado en

Granados, et al., 1996; Luis, et al., 2004, 2009). Este roedor es muy décil y capaz de
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reproducirse en condiciones de cautiverio durante todo el afio (Luis, et al., 2004;
Oliviera, et al., 1986), al igual que en su habitat natural, su tasa de natalidad es mas
elevada de abril a septiembre. Las hembras presentan varios ciclos estrales al afio,
con duracion promedio de cuatro a cinco dias y periodos de gestacion de 25 a 35
dias, después del cual paren una camada de tres crias en promedio. Estudios de
éste animal en el laboratorio sefialan que puede tratarse de una especie monégama
en la cual los machos exhiben cuidado parental (Luis, et al., 2004).

Habita en las partes bajas de bosques mixtos de pino-encino y en las partes altas en
los bosques de pino y oyamel, siempre esta asociado a gramineas conocidas

comunmente como “zacaton” (Oliviera, et al., 1986).

Fig. 2. Macho de Neotomodon alstoni adulto

1. 10. 1. Caracteristicas morfofisioldgicas

Una cualidad biolégica importante de la especie N. alstoni es su capacidad para
reproducirse en condiciones de cautiverio durante todo el afo. Mientras que los
registros en vida libre indican que la temporada reproductiva en vida libre cuya
duracion es de cuatro meses inicia en junio y la tasa de natalidad mas elevada se
presenta de abril a septiembre (Luis, et al., 2004, 2009; Oliviera, et al., 1986). Se ha
observado que durante la época de reproduccion lo machos agrandan sus testiculos,

alcanzan medidas entre 10-18mm de largo y 7mm de ancho. La madurez
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reproductiva en hembras y machos se presenta alrededor de los 174 dias, se sabe
que presenta cuidado biparental y los machos son monégamos (Luis, et al., 2000).
Estos organismos son nocturnos y su actividad se concentra principalmente a mitad
de la noche (Oliviera, et al., 1986).

Se han realizado diversos trabajos con ésta especie en la Facultad de Ciencias. Sin
embargo, no existe algun trabajo que describa los efectos debidos al jet-lag

experimental en la fisiologia y la conducta.

1. 10. 2. Aspectos generales del comportamiento agresivo del ratén

de los volcanes (Neotomodon alstoni)

El comportamiento agresivo, en esta especie como en otros roedores en los que se
ha descrito comprende posturas de defensa, ceremoniales de combate y la lucha
misma entre los individuos. Se ha propuesto que la existencia de relaciones
jerarquicas podria ocasionar el comportamiento agresivo en N. alstoni (Granados, et
al., 1996).

Algunos patrones del comportamiento agresivo del ratdn de los volcanes son:

1.- Lucha: el dominante brinca sobre su oponente y cae sobre el piso de la jaula,
ambos organismos ruedan abrazados, al mismo tiempo que se lanzan mordiscos.

2.- Posicion vertical ofensiva: el dominante frente a su oponente se mantiene en
posicion vertical apoyado sobre sus miembros posteriores, con los ojos abiertos, y
los miembros anteriores y las orejas levantadas.

3.- Danza: el dominante rasca con los miembros anteriores el piso, mientras se
balancea lateralmente en forma ritmica.

4 .- Posicion vertical defensiva: el subordinado ante la amenaza del dominante,
adopta posicion vertical apoyandose en los miembros posteriores pero con la cabeza
hacia atras y los miembros anteriores semi levantados.

5.- Piloereccion: al inicio de la lucha a los oponentes se les eriza el pelo.

6.- Movimientos ritmicos de la cola: el subordinado, ante el acoso del dominante,

mueve ritmicamente la cola, tanto lateral como verticalmente.
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7.- Posicién de sumisién: el subordinado se recarga sobre su dorso, muestra el
vientre y permite que el dominante olfatee y lama sus genitales.

8.- Montas: el dominante monta al subordinado como si se tratara de una hembra.
9.- Emisidon de sonidos: el subordinado ante el ataque o el acoso del dominante
emite chillidos.

10.- Rechinidos de los dientes: el subordinado en respuesta al acoso del dominante

rechina los dientes (Granados, et al., 1996).

1. 10. 3. Estudios realizados en Neotomodon alstoni

Se han elaborado diversas investigaciones con ésta especie que abarcan diversos
aspectos como el ritmo de actividad locomotora y los efectos de la obesidad en dicho
ritmo, el patron de suefio, el cuidado parental, la agresividad intraespecifica y la
reproduccion (Ayala, et al., 1998; Carmona, et al., 2012; Fuentes, et al., 2010;
Granados, et al., 1996; Luis, 1986; Luis, et al., 2009; Olivera, et al., 1986). Algunos
otros de los trabajos comprenden su crecimiento y desarrollo en el laboratorio
(Oliviera, et al., 1986), los niveles de testosterona plasmatica en los machos y su
relacion con el cuidado parental (Luis, et al., 2009), la morfologia y bioquimica de la

glandula harderiana (Villalpando, et al., 2005).
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2. Justificacion

La agresividad entre los individuos es un fendbmeno que va en aumento en las
sociedades modernas, debido a factores sociales e individuales. Esta condicién trae
consigo alteraciones conductuales vy fisiologicas que repercuten en la salud de los
organismos (Mufoz, et al.,, 2010). Existen diferencias especie-especificas en el
comportamiento agresivo, debido a la organizacion social que presentan los
animales (Oyegbile y Marler, 2005). En varias especies la secrecion de testosterona
tiene relacion directa con la expresion de dicho comportamiento, ya que los niveles
plasmaticos de ésta hormona aumentan después de participar en un enfrentamiento
(Oyegbile y Marler, 2005). También se ha demostrado que dicha hormona esta
involucrada en la consolidacion del ritmo de actividad (Butler, et al., 2012), y que la
secrecion hormonal en conjunto con otros ritmos circadianos pueden ser afectados
por cambios en el fotoperiodo, tal es el caso del jet-lag; el cual es el conjunto de
sintomas debidos a la desincronizacion de los ritmos biolégicos en los organismos
que generan alteraciones tanto conductuales como fisiolégicas, en humanos se
presentan como resultado de los viajes transmeridionales en poco tiempo (Katz,
2011; Manfredini, et al., 1998), se ha reportado irritabilidad y disminucién del estado
de alerta como parte de los sintomas (Esquifino, et al., 2004; Katz, 2011; Refinetti,
2005). Sin embargo, no existe informacioén acerca de la existencia de efectos en la
conducta agresiva en conjunto con la fisiologia de los organismos sometidos a un
protocolo de jet-lag. Debido a lo anterior, el presente trabajo plantea abordar algunos
efectos del jet-lag experimental sobre la conducta agresiva y los niveles plasmaticos
de testosterona de los machos. Se utilizara como modelo animal experimental la
especie Neotomodon alstoni, para ampliar el conocimiento acerca de su etologia y
fisiologia ya que es modelo experimental en diversas investigaciones sobre éstos
temas y por ser endémica, los trabajos realizados aun son escasos. Ademas de que

por sus caracteristicas etolégicas es propicio a exhibir episodios agresivos.
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3. Hipo6tesis general

Es sabido que en los machos de varias especies la expresion del comportamiento
agresivo y los niveles de testosterona estan relacionados. También se ha reportado
que la secrecion hormonal y otros ritmos circadianos como la actividad locomotora
son alterados por ser parte de los sintomas del sindrome de jet-lag. Debido a lo
anterior, se espera que después de un enfrentamiento agresivo la concentracion
plasmatica de testosterona de los organismos aumente y que después de un
adelanto de 6h en el fotoperiodo el ritmo diario de actividad se desfase por varios
dias hasta sincronizarse al nuevo horario LO; que la concentracién plasmatica de
testosterona se desajuste y por lo tanto también la expresion del comportamiento

agresivo.

3.1. Hipotesis particulares

e La actividad locomotora de los ratones mostrara transitorios, es decir, iniciara
antes cada dia para ajustarse al nuevo ciclo impuesto por el jet-lag experimental.

e Los organismos expresaran comportamiento agresivo durante los
enfrentamientos control y éste comportamiento se intensificara al participar en
confrontaciones diarias durante el jet-lag experimental.

e La concentracion plasmatica de testosterona se encuentra asociada con la
conducta agresiva en varias especies, se espera que aumente después de un
encuentro agresivo, y se desajuste después de un encuentro bajo jet-lag

experimental.
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4. Objetivo general

Observar el ritmo diario de actividad locomotora en condiciones normales y durante
jet-lag experimental asi como evaluar el comportamiento agresivo y la concentracion
plasmatica de testosterona en machos de N. alstoni en condiciones basales,
después de los enfrentamientos y después de los enfrentamientos en el protocolo de
jet-lag.

4. 1. Objetivos particulares

e Observar el ritmo de actividad locomotora de 12 machos de la especie
Neotomodon alstoni en edad reproductiva (10-22 meses) bajo el fotoperiodo LO
12:12 y cdmo se modifica después del adelanto de 6 horas.

o Caracterizar y analizar la conducta agresiva expresada por los machos durante
enfrentamientos control en diferentes horarios y compararla con la observada
durante el jet-lag experimental.

e Obtener y comparar la curva de concentracién plasmatica diaria de testosterona
para machos adultos de N. alstoni después del enfrentamiento control y del

realizado durante jet-lag experimental.
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5. Métodos

5. 1. Animales experimentales

Se utilizaron 12 ratones machos de la especie Neotomodon alstoni F1 y F2, adultos
cuyas edades abarcaron entre 10-22 meses. Proporcionados por el Bioterio de la
Facultad de Ciencias.

Todos los machos contaban con experiencia sexual y con pareja reproductiva.
Fueron colocados con sus respectivas hembras en peceras de vidrio de 30x18x20cm
con una division de acrilico horadada ubicada transversalmente para evitar que se
aparearan, solo tuvieron contacto olfativo y visual. EI compartimiento de los machos
midio 17x18x20cm.

Los ratones siempre se mantuvieron con agua y alimento ad libitum durante toda la
fase experimental.

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados bajo los principios éticos
y metodologicos establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-Z0O0-062-1999
sobre las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio.

5. 2. Registro de actividad locomotora
Se realizd el registro de la actividad locomotora unicamente de los machos, con
frecuencia en el muestreo del valor de la actividad cada cinco minutos mediante el
programa Actibio que consiste en un haz de luz infrarrojo colocado de manera
transversal en su compartimiento. Para analizar los actogramas obtenidos, es decir,
las representaciones graficas del registro de actividad de los ratones, se utilizo el
programa Actiview.
La captura de datos de actividad locomotora abarcé una semana durante la cual los
animales no fueron manipulados y se consider6 como la semana base,
posteriormente se realizaron los enfrentamientos control, seguidos del inicio del
protocolo de jet-lag experimental, en el cual el registro de actividad comprendio siete
dias.
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5. 3. Elaboracién del etograma para enfrentamientos entre machos

de Neotomodon alstoni

El etograma es definido como el repertorio conductual o conjunto de actos
mutuamente excluyentes referido a un animal o especie. Es la etapa inicial para
cualquier estudio sobre comportamiento animal (Lahitte, et al., 2002).

Para conocer las conductas que expresa ésta especie durante un evento agresivo
entre machos se utilizaron 14 ratones (diferentes de los 12 machos empleados en el
protocolo de jet-lag) para llevar a cabo pruebas que consistieron en colocar por 15
minutos a dos ratones de edades similares en un espacio neutro conformado por una
caja de acrilico transparente de 35x15x15cm.

Esta labor ayudé al establecimiento de los candidatos en los enfrentamientos, es
decir, que si presentaran conducta agresiva. Se registraron todas las conductas
observadas en cada macho, se eligieron aquellas que se presentaron en todos los
enfrentamientos agresivos y se hicieron los esquemas correspondientes, de tal
manera que se elaboro el etograma (ver anexo 9.1). Los machos que se enfrentaron
en éstas pruebas fueron: juveniles sin experiencia sexual, adultos con crias y su
hembra, y adultos Unicamente con pareja reproductiva.

Las conductas observadas durante los enfrentamientos agresivos se categorizaron
en:

e Ofensivas: aquellas conductas que muestran iniciativa de quién las presenta para
dafiar a quien son dirigidas (Olivier & Mos, 1992).

e Defensivas: son las conductas que carecen de iniciativa, de aproximacioén activa
hacia el oponente y son dirigidas con la intencidn de defenderse ante las
ofensivas del contrincante. Muestran inferioridad de quien las presenta (Honess
& Marin, 2006; Giammanco, et al., 2005; Olivier & Mos, 1992).

e Ambos contrincantes expresan: consisten en aquellas conductas que al
participar en un encuentro tienen la finalidad de examinar al oponente y el
espacio en el que se encuentran (Moura, et al., 2009).

En observaciones previas se supo que los machos con pareja y los que poseen crias

y pareja inician el evento agresivo cada vez que son enfrentados con otro. Sin
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embargo, al regresar a sus jaulas atacan a su pareja y crias; mientras que los demas
ratones no.

Se decidio trabajar con aquellos ratones que contaran con pareja reproductiva y no
tuvieran crias para evitar variaciones hormonales y conductuales en los animales
experimentales, ya que en P. californycus, una especie con cuidado biparental al
igual que N. alstoni, se ha reportado que dicho cuidado es influenciado por los
niveles de testosterona (Trainor y Marler, 2001). Ademas, es sabido que la secrecion
de ésta hormona y es afectada cuando las hembras estan en la fase de estro ya que
se encuentran receptivas y la conducta de los machos se modifica para competir por
ellas (Justel, et al., 2009); por ello el ciclo estral de todas las hembras fue
sincronizado al colocar cada dos dias en su compartimiento aserrin orinado por un
macho con experiencia sexual y sin pareja reproductiva.

Los frotis vaginales para monitorear el ciclo estral se llevaron a cabo cada tres dias
durante toda la fase experimental y los dias en que no se hizo frotis vaginal se
generaron predicciones que hicieron posible conocer en qué fase se encontraban de
acuerdo con la duraciéon de cada etapa del ciclo segun lo reportado por Caligioni en
2009.

5. 4. Enfrentamientos

Todos los enfrentamientos se llevaron a cabo en una superficie neutra, para evitar
que alguno de los participantes tuviera predisposicion para ganar el encuentro por
ser residente (Fuxjager, et al., 2009).

La superficie neutra consistio en una caja de acrilico 35x20x20cm, transparente y
limpia cubierta con otra caja de acrilico de las mismas dimensiones. Cada
confrontacién tuvo duracion de 10 minutos, debido a que en las observaciones
previas y en los encuentros para hacer el etograma se presentaron conductas
agresivas varios minutos después de permanecer frente a otro macho. Al finalizar,
las cajas de acrilico fueron limpiadas con papel humedecido con cloro al 10% y se

dejaron secar.
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Las parejas para las confrontaciones fueron siempre las mismas para todos los
enfrentamientos y se formaron de acuerdo con la edad y caracteristicas fisicas de
los ratones.

Todos los enfrentamientos fueron videograbados con camara HandyCam Sony. En
los que se llevaron a cabo durante la escotofase del ciclo LO la camara se utilizé en
modo ‘nightshot”, el cual permite obtener imagenes nitidas en una grabacion
realizada con poca luz o en oscuridad total, y posteriormente se analizaron los
videos obtenidos.

Se realizd un registro por individuo en cada enfrentamiento. Las conductas
evaluadas, cuya descripcion se puede consultar en el anexo 9.1, fueron las
siguientes:

Ofensivas: posicién vertical ofensiva, ataque, perseguir y danza.

Defensivas: posicion vertical defensiva, manotazos, dorso hacia atras y posicion de
sumision.

Para analizar el repertorio de conductas expresadas por cada sujeto se utilizaron
“indices de conducta” los cuales se consiguieron al asignar un valor arbitrario de
acuerdo con la frecuencia con la que se presentaron cierto numero de conductas
(ver anexo: 9.2) y se obtuvo el promedio de todos los ratones por enfrentamiento.
Los valores de conducta obtenidos en los enfrentamientos control y durante jet-lag
experimental fueron graficados.

Todas las graficas que describen los resultados obtenidos en ésta investigacion

fueron elaboradas mediante el programa SigmaPlot2001.

5. 4. 1. Enfrentamientos control

Estos enfrentamientos (n=4) se realizaron bajo el fotoperiodo LO 12:12 en seis
puntos temporales (ZT0, ZT4, ZT8, ZT12, ZT16, y ZT20) donde ZTO fue a las 07:00,
para asi conseguir los valores de concentracion de testosterona y conducta en tres
puntos durante la fotofase y tres en la escotofase (fig. 3). Sin embargo, las sesiones

no fueron continuas, ya que hubo un intervalo de 16h minimo entre cada una.
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Fig. 3. Esquema que indica con flechas las horas en que se llevaron a cabo los enfrentamientos
control. Los mismos horarios fueron utilizados para obtener la curva diaria de secrecién de
testosterona sin enfrentamientos, que se explica mas adelante. Las porciones blanca y negra de la
barra simbolizan la fotofase y la escotofase el ciclo LO respectivamente.

Todas las pruebas estadisticas de este proyecto fueron realizadas con el programa
STATISTICA, dado que los datos obtenidos no presentaron distribucion normal, se
utilizé la prueba Kruskal-Wallis para saber si habia diferencias significativas entre los
seis horarios en los indices de conducta ofensiva y defensiva. La gréfica
correspondiente muestra los promedios y errores estandar de los indices de
conducta que los ratones exhibieron en enfrentamientos.

También se llevdé a cabo un enfrentamiento control en ZT6 (n=4) un dia antes de
iniciar el protocolo de jet-lag, se utilizaron ratones diferentes de los que participaron
en los enfrentamientos control en seis puntos temporales. Para conocer qué valores
de conducta y concentracion de la hormona presentan los organismos en ese
horario, debido a que los puntos temporales para conocer los parametros diarios de
conducta y testosterona no incluyeron ZT6 (13:00), es decir, el inicio de la

escotofase en jet-lag experimental el cual se explica a continuacion.

5. 4. 2. Enfrentamientos durante jet-lag experimental

El jet-lag experimental consistié en adelantar 6h del ciclo LO 12:12, es decir, ZT12
cambié a 13:00 y ZTO a 1:00 como se sefala en la barra inferior de la figura 4, la
barra superior de la misma figura representa el ciclo LO inicial. Al inicio de la
escotofase durante el protocolo de jet-lag (13:00) se hicieron los enfrentamientos

(n=12) diariamente por siete dias.
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Fig. 4. La barra superior simboiza el horario LO antes de iniciar el protocolo de jet-lag y la inferior
representa el adelanto de 6h en el horario para simular el jet-lag, la flecha que sefala 13:00h indica
el comienzo de la escotofase y es el horario en el que se realizaron los enfrentamientos diarios por
siete dias. Las porciones blancas y negras de las barras representan la fotofase y escotofase del
ciclo LO respectivamente.

Después de todos los enfrentamientos realizados a lo largo de la fase experimental
se extrajo sangre de los sujetos para conocer los valores plasmaticos de
testosterona (ver apartado 5.5) y se analizaron los videos para conocer la frecuencia
de conductas (ofensivas y defensivas) mostradas por cada raton.

Para saber si existen diferencias significativas en los valores de concentracion de
testosterona entre los siete dias en que los ratones se enfrentaron durante el nuevo
horario, se realizo la prueba estadistica ANOVA de una via.

Mientras que para evaluar el comportamiento, se utilizé la prueba estadistica
Kruskal-Wallis para saber si las diferencias entre los valores obtenidos para los
indices de conducta ofensiva y defensiva durante los siete dias resultaron ser

significativas.

5. 5. Obtencidon de sangre para la evaluacion de la concentraciéon de

testosterona (diaria y post-enfrentamiento)

Se extrajeron muestras de sangre de todos los animales para evaluar la
concentracion plasmatica de testosterona a lo largo del dia bajo el fotoperiodo LO
12:12, después de los enfrentamientos control bajo ese horario y posterior a los

enfrentamientos durante el protocolo de jet-lag (figs. 3 y 4).
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Las muestras fueron obtenidas del seno retro-orbital izquierdo (Luis, et al., 2009) con
capilares heparinizados de la marca Brand después de anestesiar a los ratones con
éter etilico inhalado en un recipiente de plastico sellado. En cada sesion se
colectaron tres capilares por ratdén, para posteriormente centrifugarlos 7min a
1000rpm en una centrifuga Microspin modelo MS24, se obtuvo el plasma con una
jeringa Hammilton de 100ul, se colocd en tubos eppendorff de 1ml, después fue
almacenado en un ultracongelador cuya temperatura fue -40 °C hasta la
determinacion de la concentracidn de testosterona en cada muestra por medio de la
prueba ELISA (anticuerpo policlonal contra testosterona R156/7) (ver anexo 9.3).

En la obtencion de las muestras de sangre que se emplearon establecer el ritmo
diario de concentracién plasmatica de testosterona (n=8 de los cuales 4 fueron
utilizados para obtener los valores de testosterona post-enfrentamiento control), los
animales experimentales fueron mantenidos en el fotoperiodo LO 12:12 se extrajo
sangre en seis puntos temporales (ZTO0, ZT4, ZT8, ZT12, ZT16, ZT20) las sesiones
de extraccion de sangre estuvieron separadas por un intervalo de minimo 16h, hasta
abarcar un ciclo de 24h (Esquifino, et al., 2004) tal como se muestra en la figura 3.
Para saber si habia diferencias significativas entre los valores de la concentracion
plasmatica de testosterona a lo largo de un ciclo LO sin enfrentamientos y entre las
muestras tomadas después de los enfrentamientos en los mismos horarios, se aplico
una prueba de ANOVA de una via, en caso de que hubiera diferencias significativas
entre las muestras, se aplicaria la prueba post-hoc de Tukey para conocer entre qué

muestras se encontrarian tales diferencias.

5. 6. Analisis de la concentracion plasmaéatica diaria de testosterona.
Con los valores de concentracion testosterona plasmatica de cuatro ratones
obtenidos en diferentes ZT para abarcar un ciclo de 24h como se muestra en la
figura 3, se evaluo la existencia de ritmo en dicha variable a lo largo de un ciclo LO

12:12 con el programa Ritme al aplicar un analisis de cosinor.
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6. Resultados

6. 1. Actividad locomotora en la semana base

Con los actogramas de cada uno de los animales obtenidos mediante el programa
Actiview se observd que la actividad locomotora que en general se concentrd
principalmente en la escotofase, con algunos brotes de actividad durante la fotofase
(fig. 5ayb).

6. 2. Actividad locomotora durante jet-lag experimental

El ritmo de actividad locomotora de todos los ratones se modificé al adelantar 6h el
ciclo LO, se observaron transitorios para alcanzar una nueva fase estable en dicho
ritmo durante los siete dias que fue registrado. Sin embargo, no lo consiguieron (fig.
5,ayb).

6. 3. Etograma de los enfrentamientos entre machos de

Neotomodon alstoni

Se elabord el etograma para ésta especie durante encuentros agresivos macho-
macho (ver anexo 9.1) con las conductas identificadas como ofensivas, defensivas
(Olivier y Mos, 1992) y aquellas que ambos contrincantes expresan (Moura, et al.,
2009). Las conductas descritas coinciden con las mas representativas reportadas

para ésta especie en el trabajo de Granados en 1996.

6. 4. Conducta agresiva durante los enfrentamientos control

Para los enfrentamientos de los ratones a lo largo de un ciclo LO (n=4), la mayor
frecuencia en la expresion de éste comportamiento se registr6 en las
confrontaciones de ZT12 y ZT16, que corresponden al inicio y a la mitad de la

escotofase respectivamente, cuando son mas activos. Se observa también, que en
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promedio muestran mas conductas ofensivas que defensivas y que éstas ultimas no
se manifestaron en los enfrentamientos control de ZT8, a la mitad de la fostofase,
donde su actividad locomotora es escasa o nula (fig. 6). En estos enfrentamientos
control solo una de las parejas tuvo encuentros agresivos y la relacion dominante-
sumiso estuvo claramente definida. Mientras que en los encuentros de la otra pareja
las conductas predominantes no fueron agresivas y corresponden a: acicalarse,
olfatear rostro y olfatear area genital.

En el unico enfrentamiento control en ZT6 (n=4) antes de adelantar el fotoperiodo, es
decir el horario en que iniciaria la escotofase durante el protocolo de jet-lag (fig. 7)
ambas parejas mostraron comportamiento agresivo, mostraron predominantemente
conductas ofensivas, ademas la frecuencia de conductas ofensivas y defensivas
supero la de los animales que participaron en enfrentamientos control a lo largo del
dia.

6. 5. Conducta agresiva durante jet-lag experimental

El primer dia en jet-lag se observo la mayor frecuencia de conductas ofensivas, y la
relacion entre cual de los oponentes iniciaba y dirigia las conductas ofensivas y
defensivas fue facil de distinguir, pese a que no se mantuvo asi durante los siete
dias que fueron evaluados, ya que del dia dos al dia siete se presentaron en
promedio mas conductas defensivas que ofensivas y la frecuencia de ambas
categorias disminuyo notablemente del dia tres al seis.

La prueba Kruskal-Wallis con p= 0.25 para ambos indices de conducta arrojé que no
existen diferencias significativas entre los siete dias de los enfrentamientos durante

jet-lag experimental.
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Fig. 5. a) y b). Actogramas representativos de la actividad locomotora en doble plot, cada renglon
representa un dia de registro de la actividad locomotora. En la parte superior, las barras blancas y
negras indican la fotofase y escotofase respectivamente del ciclo LO en el que se mantuvieron los
ratones en la semana que antecede al inicio de jet-lag experimental el cual esta sefialado con una
flecha, el rectangulo indica los siete dias en los que se hicieron enfrentamientos. El 6valo gris sobre
el rectangulo muestra el horario en el que éstos se llevaron a cabo. En los dias registrados durante
el protocolo de jet-lag se observan transitorios en los que el principal componente de la actividad
diaria de los ratones inicié unos minutos antes cada dia.
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Fig. 6. Promedio de los indices de conducta ofensiva y defensiva de cuatro ratones enfrentados en
diferentes horarios para abarcar un ciclo LO 12:12 antes de iniciar el protocolo de jet-lag. Se
observa la tendencia a los valores mas altos para ambos indices al inicio de la escotofase. En el eje
de las Y estan los valores de cada indice, para las conductas ofensivas estan sefialados con puntos
negros y para las defensivas con puntos blancos. En el eje de las X se muestra el horario en el que
se hicieron los enfrentamientos. La barra inferior representa el ciclo LO, la porcién blanca simboliza
la fotofase y la negra la escotofase.

6. 6. Ritmo diario de concentraciéon de testosterona
Los ratones presentaron variaciones en la concentracién de la hormona a lo largo
del dia. Se obtuvieron los valores mas altos en la fotofase y los mas bajos en la
escotofase. El analisis de ANOVA de una via F= (5,42) = 3.76 con p=0.006 arrojé
que existen diferencias significativas entre las muestras y la prueba post-hoc de
Tukey indicé que la diferencia de los valores obtenidos en ZT8 es significativa con
respecto al resto de los horarios, a excepciéon de ZT12 (fig. 8). Posteriormente, con el
programa Ritme se realiz6 un analisis de Cosinor para conocer si los valores
obtenidos representaban realmente un ritmo diario. Dicha prueba con p= 0.23, reveld
que no existen diferencias significativas entre los valores. Sin embargo, la posible
acrofase se distingue poco después de ZT9, esto coincide con el valor mas alto
obtenido, el cual se present6 en ZT8 (fig. 9).
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Fig. 7. indices de conducta ofensiva y defensiva representados con figuras negras y blancas
respectivamente. Los valores obtenidos en el enfrentamiento control de ZT6 que se realizd antes de
iniciar el protocolo de jet-lag (n=4) estan simbolizados con ftriangulos y los dias de jet-lag
experimental (n=12) con circulos. Se observa la tendencia de los indices de conducta defensiva a
superar los de ofensiva. El valor de ambos indices presenta un patrén similar con la disminucién del
dia 3 al 6. La prueba estadistica Kruskal-Wallis con p= 0.25 para ambas categorias de conductas
indica que no existen diferencias significativas en la frecuencia con que fueron expresadas durante
el protocolo de jet-lag.
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Fig. 8. Concentracion diaria de testosterona (n=8). El valor maximo, sefialado con un asterisco, se
presenté en ZT8. La prueba post-hoc de Tukey muestra diferencias significativas entre ese punto y
el resto de las muestras a excepcidon de ZT12. Las barras inferiores blanca y negra indican la
fotofase y la escotofase del ciclo respectivamente.
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Fig. 9. Grafica obtenida mediante el programa Ritme donde el analisis de Cosinor con p=0.23077,
indica que no existe significancia. La posible acrofase es muy cercana al valor mas alto obtenido.
Mientras que la posible batifase se encuentra antes de ZT22, horario proximo a ZT0, dénde se obtuvo
el valor mas bajo en la concentracion de testosterona de las muestras (fig. 8).
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6. 7. Concentracion de testosterona post-enfrentamientos control

Los valores de la concentracion plasmatica de la hormona después de los
enfrentamientos en diferentes horas del dia (n=4-8), no fueron mayores que los
obtenidos sin enfrentamientos en los mismos horarios excepto el que se llevé a cabo
en ZT4. Al comparar los valores obtenidos después de los enfrentamientos con los
resultantes de los mismos horarios sin confrontaciones, la prueba ANOVA

F=(5,60)=0.71 con p=0.6 indica que no existen diferencias significativas.
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Fig. 10. Comparacion entre los promedios de la concentracion plasmética diaria de testosterona vy
después de un enfrentamiento (n=4-8), se muestran también los errores estandar. Unicamente en el

punto ZT4 se muestra el aumento en la concentracion de la hormona post-enfrentamiento comparado
con la linea base.
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6. 8. Concentracion de testosterona post-enfrentamiento durante

jet-lag experimental

se presento la tendencia a la desorganizacidn en la concentracion de la testosterona
a partir del dia tres después de haber recorrido de horario. Durante los ultimos dos
dias bajo ésta condicion los valores de la hormona fueron similares en todos los
ratones (fig. 11). La prueba de ANOVA F= (7,51) = 4.16; p= 0.001 arrojo que el valor
de la concentracion plasmatica de la hormona obtenido el dia dos fue el unico

significativamente diferente al resto de los dias evaluados.
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Fig.11. Concentracion de testosterona post-enfrentamiento durante jet-lag experimental (n=12), y
durante el enfrentamiento control en ZT6 (n=4) marcado con un triangulo. La prueba estadistica indico
que el valor de testosterona obtenido en el dia dos, sefialado con un asteristo, es diferente
significativamente de todos los demas. La linea transversal marca el valor obtenido después del
enfrentamiento control.
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7. Discusion

7. 1. Actividad locomotora en la semana base y durante jet-lag

experimental

En general para N alstoni, se ha reportado que la actividad en rueda es
predominantemente nocturna, pero en ausencia de la misma y cuando son
expuestos a dias largos es semidiurna (Fuentes, et al., 2010). Los animales
experimentales mostraron ser predominantemente nocturnos de acuerdo con lo
descrito por Samario en 2008. Sin embargo, también fueron activos durante la
fotofase, como se ha reportado para ratones de laboratorio (Weinert y Waterhouse,
1999).

Todos los machos exhibieron, como se esperaba, ciclos transitorios en el ritmo de
actividad locomotora durante el protocolo de jet-lag. Sin embargo, los siete dias en
los que éste ritmo fue registrado no fueron suficientes para que todos los ratones

alcanzaran la resincronizacion.

7. 2. Conducta agresiva registrada en el etogramay en los

enfrentamientos control

En la elaboraciéon del etograma se tomaron en cuenta las conductas que ya se
habian expuesto previamente por Granados, et al., en 1996 y se describieron otras
que no lo estaban. Lo anterior enriquece el conocimiento existente acerca de ésta
especie.

A pesar de que en los enfrentamientos control a lo largo de un ciclo LO 12:12, sdlo
una de las dos parejas tuvo encuentros agresivos, se observo relacion directa entre
la fase de actividad y la frecuencia de conductas expresadas, lo cual coincide con lo
reportado para otras especies por Scotti en 2009, dénde demostré que los roedores
nocturnos son mas agresivos por la noche y por Landau en 1975 quién describié que
el comportamiento agresivo de los hamsteres dorados presenta un ritmo y se

expresa durante la noche (revisado en Oyegbile y Marler, 2005).
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7. 3. Conducta agresiva durante el protocolo de jet-lag

Las parejas de enfrentamiento siempre fueron las mismas, entonces los ratones
lograron desarrollar el reconocimiento de su oponente, el cual se sabe que puede
durar al menos 24h y por lo tanto disminuir la expresion de conductas de
investigacion social (Moura, et al., 2010), es decir, aminoraron su interaccion con el
oponente, se dedicaron a explorar el area, como consecuencia la frecuencia de
conductas ofensivas no aumentd y se observo el patrén generalizado de encuentros
no agresivos.

Ademas del reconocimiento social, o anterior puede deberse a la disminucién en el
estado de alerta de los animales, uno de los sintomas que resultan del adelanto en
el horario (Esquifino, et al., 2004; Katz, 2011; Refinetti, 2005), o a que posiblemente
prefirieron minimizar el riesgo de enfrentarse con otro macho pues se sabe que la
agresion ocurre en contextos ritualizados para maximizar el efecto y reducir la
probabilidad de resultar herido (Honess y Marin, 2006).

Se ha observado que varios mecanismos fisioldgicos, ya sean neuronales,
genéticos, hormonales, perinatales, traumaticos y nutricionales contribuyen con la
motivacion para iniciar el encuentro agresivo (Jianghong, 2004; Oyegbile y Marler,
2005). Entre esos mecanismos se encuentran, la deficiencia de 6xido nitrico en las
neuronas y los bajos niveles de serotonina que ocasionan el aumento en los niveles
de agresividad, lo mismo ocurre cuando se presenta exceso de vasopresina
hipotalamica (Giammanco, et al., 2005). También se ha reportado que la melatonina,
hormona cuya secrecion ocurre en la escotofase, influye en la expresion de dicho
comportamiento (Scotti, 2009).

Como parte de los sintomas del jet-lag la secrecion de melatonina y el cortisol puede
modificarse (Katz, 2011). Probablemente el jet-lag experimental y las condiciones en
las que fueron confinados los organismos hayan afectado, entre otros parametros
que no fueron medidos, la sintesis de estos neurotransmisores y la secrecién de

éstas hormonas y con ello se atenuo la conducta agresiva.
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7. 4. Conducta agresiva en toda la fase experimental

Durante todos los enfrentamientos a lo largo de la fase experimental no se
registraron las conductas “posicidn vertical defensiva” y “avanzar con boxing”,
posiblemente porque la frecuencia de las conductas ofensivas y defensivas puede
disminuir al participar en enfrentamientos diariamente, como se ha reportado para
ratones de la especie Mus musculus (Welch y Welch, 1969).

Por otro lado, se sabe que algunos animales cuentan con cierta habilidad intrinseca
para ganar y participar en un solo encuentro agresivo puede incrementar la conducta
agresiva sin importar si fue ganador o perdedor (Oyegbile y Marler, 2005), ademas
se ha observado en hamsteres, que al enfrentar parejas de machos y parejas de
hembras, el animal que fue dominante en el encuentro inicial continué siendo el
dominante en todos los encuentros siguientes (Bath y Johnston, 2007). Por lo tanto,
aunque los organismos experimentales no hayan sido sometidos antes a peleas,
algunos tienen predisposicion para ganar, por ello en ciertas parejas siempre uno de
los contrincantes mostro tendencia dirigir las conductas ofensivas hacia su oponente.
Después de todos los enfrentamientos realizados y de acuerdo con las
observaciones hechas en P. californicus en las que explican que aquellas especies
cuyo sistema ecoldgico es territorial y monégamo son agresivas y son propensas a
mostrar los efectos ganador y de desafio (Oyegbile y Marler, 2005). Se esperaria
que dichos efectos se presentaran también en N. alstoni, dado que es una especie
monogama. Sin embargo, no fue posible distinguirlos. Las explicaciones sobre por
qué no se observé el efecto ganador son varias. Quizas éste sea de corta duracion,
ya que se ha demostrado que puede durar desde unos segundos hasta varios dias
segun la especie (Oyegbile y Marler, 2005), es posible también que para presentarse
éste efecto sean necesarios mas enfrentamientos, o se haya inhibido como
consecuencia de las alteraciones fisiolégicas ocasionadas por el jet-lag

experimental, o que simplemente no exista en N. alstoni.
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7. 5. Concentracion plasmatica diaria de testosterona

La posible acrofase en el ritmo de concentracion diaria de ésta hormona se presento
antes del inicio de actividad en ZT8, como se reportdé para hamsteres en 1977 por
Hoffmann y Nieschlag, la posible batifase se observé al final de la fase de actividad,

en la primera parte de la fotofase, como ocurre en ratas (Esquifino, 2004).

7. 6. Comparacién de la concentracion plasmatica de testosterona

post-enfrentamiento control con los niveles diarios

Existen evidencias de la influencia de la testosterona sobre la conducta agresiva en
diversas especies (Gleason, et al., 2009; Giammanco, et al., 2005; Rada, et al.,
1976; Russo, et al., 2012; Trainor, et al., 2004). Sin embargo, también se ha
reportado que la testosterona puede no ser indispensable para desencadenar ésta
conducta (Scotti, et al., 2009; Soma, et al., 2008).

Las variaciones que resultaron después de los enfrentamientos a lo largo del dia no
presentaron diferencias significativas entre si, y con los valores que se obtuvieron sin
participar en confrontaciones. Es posible que el aumento en los niveles de ésta
hormona requiera mas tiempo después del encuentro agresivo para ser observado
(Oyegbile y Marler, 2005; Rutte, et al., 2006) particularmente en la escotofase, o que
en N. alstoni dicha hormona no sea indispensable para generar éste
comportamiento. Como se ha propuesto para del hamster siberiano, las hormonas
adrenocorticales como la dehidroepiandrosterona (DHEA) regulan la conducta
agresiva (Scotti, et al., 2009).

Se sabe que cuando la agresividad no esta relacionada con los niveles de
testosterona no tiene fines reproductivos, pero si influye en la competencia por otros
recursos, como el territorio, el cual es defendido agresivamente durante la época de
no apareamiento a pesar de que los machos presentan regresion de las
caracteristicas sexuales secundarias y por lo tanto disminuyen los niveles de tal

hormona (Soma, 2006; Wen, et al., 2004). La conducta agresiva registrada cuando
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se presentan valores bajos en la concentracion de testosterona pudo ser

desencadenada por la melatonina.

7. 7. Concentracion plasmatica de testosterona después de un

enfrentamiento durante jet-lag experimental

En los siete dias en los que se llevaron a cabo los enfrentamientos con protocolo de
jet-lag la concentracion de testosterona no presentd cambios significativos, a
excepcion del dia dos, en el que la disminucién de éste valor difirié notablemente de
los demas y a partir de ese dia se presentod la tendencia a la desorganizacion de la
concentracion de ésta hormona. La explicacién para tal decremento no es clara.
Pero, la desorganizaciéon de la concentracién de la hormona, puede deberse a los
desajustes ocasionados por el sindrome de jet-lag, tal como se ha reportado para
otras hormonas como el cortisol y la melatonina (Katz, 2011).

A pesar de que la expresion de conductas ofensivas y defensivas y la secrecion de
testosterona no presentaron relacién directa, en ambas variables se distingue un
desajuste durante el jet-lag experimental. Se sabe que algunos ritmos, como la
expresion de genes reloj, especificamente per1, per2, Dbp, Arntl y Nr1d1 se
sincronizan con mayor velocidad que otros (Kiessling, et al., 2010), asi podriamos
asumir que el ritmo de secrecion de testosterona tarda varios dias mas en ajustarse
y que la expresion de conductas se puede ver influenciada por mecanismos
fisiolégicos como la secrecion de otras hormonas.

En cuanto a la relacion entre los niveles de testosterona y la actividad locomotora.
Es sabido que el ritmo de actividad locomotora esta influenciado por la secrecion de
melatonina (Pendergast, et al., 2013) y testosterona (Butler, et al., 2012). En los
resultados no se encontrd vinculo alguno entre la actividad y los niveles plasmaticos
de la hormona post-enfrentamiento durante el jet-lag experimental, simplemente se
distingue el desajuste de ambos ritmos. El ritmo de actividad locomotora en N.

alstoni podria estar asociado con la secrecibn de otras hormonas como la
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melatonina, debido a que influye en el ritmo de actividad de otras especies
(Pendergast, et al., 2013) y no con la secrecion de testosterona.

Asimismo, se ha reportado que los osciladores periféricos como la corteza cerebral,
la retina, el higado, el riiidn, y el pancreas, varian en su rango de resincronizacion al
jet-lag (Kiessling, et al., 2010). Por lo tanto, es probable que osciladores circadianos
presentes en el NSQ involucrados en la manifestacién del ritmo de actividad
locomotora (Voguelbaum, et al., 1993) y de concentracidon plasmatica diaria de
testosterona se ajusten con diferente velocidad al adelanto en el horario LO al igual
que los procesos involucrados en la expresion de la conducta agresiva como son:
procesos neuronales, genéticos, hormonales, perinatales, traumaticos y nutricionales
(Jianghong, 2004 ), por eso no se encontré una asociacion entre las concentraciones
de testosterona post-enfrentamiento, la actividad locomotora y la conducta agresiva

durante el jet-lag experimental.

7. 8. Influencia del estrés en la conducta y fisiologia de los animales

experimentales

Se ha demostrado que el estrés es una variable capaz de modificar la fisiologia de
los organismos y es definido como “una reaccioén fisioldgica caracterizada por la
alteracién en las secreciones neuronales u hormonales del cuerpo, originadas por el
sistema nervioso central en respuesta a una amenaza percibida” (Esquifino, et al.,
2004; Honess y Marin, 2006; Justel, et al., 2009). Los patrones de estrés asi como
de agresion varian porque dependen de las caracteristicas individuales, estatus,
etapa de la historia de vida y medio ambiente (Honess y Marin, 2006; Koolhaas, et
al., 2011). Existe evidencia de que el aislamiento social en roedores es un estresor
que segun el organismo puede aumentar o disminuir la secrecion de testosterona y
gonadotropina (Marquez, et al., 2003; Esquifino, et al., 2004), entonces se tienen
diferentes efectos conductuales, como el aumento de la conducta agresiva al
mantener a los ratones aislados por varias semanas, ademas de que la actividad

eléctrica de las neuronas en el hipotalamo y los niveles basales de corticosterona
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plasmatica disminuyen. A pesar de que esto podria ser interpretado como menos
estrés psicosocial, se presenta la respuesta intensificada ante varios estresores, el
incremento en el tiempo de intentar escapar y la disminucion del tiempo que
duermen y comen (Esquifino, et al., 2004).

Por lo tanto las condiciones en las que fueron confinados los ratones pudieron tener
efectos diferentes en cada uno y contrario a lo que se esperaria, la conducta
agresiva no aumentd, esto probablemente el efecto del adelanto de 6h en la
escotofase del ciclo LO en la fisiologia es mas evidente que el del aislamiento al que
fueron sometidos los animales.

Los conflictos son una causa de estrés capaz de ocasionar cambios en los ritmos
biolégicos que pueden durar varios dias y hasta semanas. La evidencia indica que
los efectos mas pronunciados ocurren en animales que han perdido las peleas
(Meerlo, et al., 2002). Los resultados observados en éste proyecto en la conducta
agresiva, actividad locomotora y concentracion plasmatica de testosterona pudieron

ser efectos acumulativos de las confrontaciones en las que participaron los ratones.
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8. Conclusiones

e En el presente trabajo la actividad locomotora de los ratones fue principalmente
nocturna y se modific6 al cambiar el horario de encendido de luces, mostro
transitorios para ajustarse al nuevo ciclo LO en el jet-lag experimental, como se
ha reportado para otras especies de roedores (Corinne, et al., 2005; Singaravel,
et al., 1996)

e La actividad locomotora de los organismos fue modificada al estar bajo jet-lag
experimental, los siete dias no fueron suficientes para que todos los ratones
alcanzaran por completo la sincronizacion, esto indica que ésta especie tarda
mas de un dia por cada hora recorrida en el fotoperiodo LO 12:12.

e Se amplié el conocimiento acerca de la etologia de ésta especie al elaborar el
etograma para enfrentamientos agresivos entre machos.

e Las expresion del comportamiento agresivo de los machos de N. alstoni presento
relaciéon directa con la fase de actividad, es decir, se presentd en la escotofase.

e El jet-lag experimental no indujo la conducta agresiva en los machos de N.
alstoni. Esta conducta fue afectada por otras variables etolégicas como el
reconocimiento social (Moura, et al., 2010).

e La concentracion plasmatica de testosterona no muestra relacion con la
expresion de conductas agresivas (ofensivas y defensivas) en los
enfrentamientos a lo largo del dia. Mientras que durante jet-lag experimental,
ambas variables mostraron un desajuste.

e Los valores mas altos obtenidos en la concentracién plasmatica de la hormona
se presentan antes de iniciar la fase de actividad.

e La concentraciéon elevada de testosterona no es esencial para desencadenar la
conducta agresiva en los machos de N. alstoni. Esta conducta puede estar

determinada por la secrecion de otras hormonas.

67



8. 1. Perspectivas

Al tener informacion acerca de otros parametros fisioldgicos de los animales
experimentales se podra comprender mejor al organismo y los efectos que ejerce
sobre él el sindrome jet-lag.

Los efectos del sindrome sobre la conducta al parecer son especie-especificos y con
diferencias interindividuales debido a la gran variabilidad observada en los
resultados, posiblemente cada individuo posee diferentes tiempos de ajuste al nuevo
horario.

Es pertinente continuar con el trabajo para disefiar otros protocolos para conocer
aspectos conductuales de ésta especie como: la existencia del efecto ganador y
perdedor, ya que diversa literatura lo refiere en otras especies, qué hormonas y
neurotransmisores estan relacionados con la conducta agresiva. Los candidatos son
la melatonina, la vasopresina y la serotonina. Finalmente, cuanto tiempo tardan en

ajustar su ritmo de actividad a un adelanto de 6h.
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69

ETOGRAMA PARA LAS CONDUCTAS EXPRESADAS POR LA ESPECIE Neotomodon alstoni DURANTE UN

ENCUENTRO AGRESIVO MACHO-MACHO

CONDUCTAS OFENSIVAS

Esquema

*Orejas rectas: Ambas orejas se
levantan en direccion
perpendicular ala cabeza. Esta
caracteristica acomparia todas
las conductas que aqui se
describen como ofensivas

IMAGEN

*Danza: El individuo mantiene
los cuartos traseros flexionados,
y los delanteros sin flexionar, las
plantas de sus cuatro
extremidades tienen contacto
con el piso y eleva su cabeza. A
veces el sujeto puede tener un
cuarto delantero flexionado en
el aire.

Quien hace ésta conducta se
aproxima o dirige al
contrincante, el cual puede estar
arrinconado.

ewelbol] ‘T '6

sSoxauy ‘6



0.

CONDUCTAS OFENSIVAS

IMAGEN

ESQUEMA

*Boxing inclinado: El individuo
Se apoya en sus cuartos
traseros con la cola al ras del
piso, posiciona las extremidades
delanteras frente a su torax,
inclina el cuerpo y rostro hacia
el del contrincante, aunque sus
extremidades apunten hacia
otra direccion. Usualmente ésta
conducta se presentaen la
primera parte del
enfrentamiento antes de
“ataque”.

*Persequir: El sujeto se mueve
rapidamente hacia su
contrincante y cuando éste
avanza va fras de él. Antes de
que ésta conducta se presente,
los sujetos pueden haber
permanecido un tiempo sin
interactuar en los extremos del
espacio del enfrentamiento,
simplemente observandose y
puede ser sucedida por “ataque”
y posteriormente “lucha”.

*Movimientos ritmicos de la
cola: el sujeto mueve la cola de
un lado a otro rapidamente o la
hace vibrar al raz del piso
mientras hacen alguna de las
conductas aqui categorizadas
como “ofensivas”




L.

CONDUCTAS OFENSIVAS

Ataque: Elindividuo da un salto
hacia su contrincante, el salto
puede serhacialaregion
posteriorola region lateral de su
oponente. Usualmente ésta
conducta desencadena la
conducta “lucha”.

A veces el atacante puede
saltarhacia arriba con los
cuartos traseros en direccion al
oponente, unavez quetiene
contacto con él empiezaa
golpearlo moviendo
rapidamente las patas. Esta
conducta suele ocurrir después
de haberhecho disp/ays de
superioridadcomo “posicion
vertical defensiva’y “danza”.

A®) B,
W Y - i
> p

*Posicion vertical ofensiva: El
individuo eleva su cuerpo, con
la cola pegada al piso y el dorso
tan recto como le sea posible,
los cuartos delanteros frente al
torax.

Esta conducta se presenta
antes de “perseguir”y “ataque’,
y despues de haberhecho
“‘Boxinginclinado”.
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CONDUCTAS OFENSIVAS

ESQUEMA

*Avanzar con boxing: El sujeto,
conla cola apuntando hacia
arriba, se desplaza apoyandose
en sus cuartos traseros, parece
como si diera saltos pues no
apoyalas extremidades
delanteras en el piso. Esta
conducta ocurre después de
hacer“boxingrecto™y es
sequida por“perseguir' o
‘ataque”.




€L

CONDUCTAS DEFENSIVAS

[*Orejas hacia l0s 1ados. Las
orejas delindividuo se elevan
hacialos lados.Laoreja
izquierda se eleva hacia el lado
izquierdo de lacabezayla
derecha hacia el lado derecho.
Esta caracteristicaacompafia ||
todas las conductas que aqui se
describen como defensivas.

*Posicion vertical arqueada. E|
individuo arquea su espalda, a
veces la inclina hacia algun
lado, sus cuartos delanteros
pegados altorax.Las
extremidades del sujeto pueden
0 no estar enla misma
direccion. Usualmente evita
contacto visual consu
contrincante. El sujeto elevala
cola de tal modo que apunta
hacia arriba. Esta conducta
ocurre aliniciodela
confrontacion.




V.

CONDUCTAS DEFENSIVAS

Manotazos: El individuo mueve
rapidamente alguno de sus
cuartos delanteros en direccion
a su contrincante, generalmente
emite un chillidoy cierralos
0jos. Esta conducta ocurre
después de haber estado en
‘espalda atras™y cuando el
contrincante esta lejos quien se
mantiene en ese sitio de la jaula
0 explora sin acercarse al otro
sujeto. Laconducta
‘manotazos” puede suceder
varias veces antes de que
exprese otra conducta.

[ Posicion de sumision: El sujeto
flexiona sus cuartos traseros
sobre el piso, almismotiempo
que apoya una extremidad
delantera sobre el piso sin
flexionarlayelevalaotra
flexionada, el cuerpo seinclina
hacia el cuartotrasero que esta
recto sobre el piso. Esta
conducta se presenta cuando ya
hubo “ataque’ o “lucha’,y
generalmente el sujeto esta en
un extremo de la jaula, a veces
el contrincante puede acercarse
paraolfatear su area genital.




Gl

CONDUCTAS DEFENSIVAS

ESQUEMA

*Dorsohacia atras: EI sujeto
eleva su cuerpo con los cuartos
delanteros pegados altorax,
dirige la cabezay el dorso hacia
atras, a veces se inclina
ademas hacia algun lado. El
sujeto puede empeiarse tanto
en hacer su dorso hacia atras
que queda sentado y recargado
sobre algun extremo de |a jaula.
Quien hace ésta conducta esta
en un extremo de lajaula.

*Posicion vertical defensiva. (es
el queregistré en los
enfrentamientos). El sujeto hace
el dorso hacia atras, elevala
cabezaytambiénlahace hacia
atras con un movimiento
ligeramente circular. Sus
cuartos delanteros permanecen
pegados a su torax. A veces
todo su cuerpo se encuentra en
direccion perpendicularala de
su contrincante. Quien hace
ésta conducta esta en un
extremo dela jaula.

Asi se ve desde
el éngulo trasero




9/

CONDUCTAS DEFENSIVAS

IMAGEN

ESQUEMA

*Escape: Elindividuo escarbael
aserrin, intentatreparlas
paredes de lajaula, o da saltos
para salir de ésta.

*Pechotierra: El sujeto
posiciona eltorax, extremidades
y cola al ras aserrin, asi
aparentala menor altura
posible, y se ubica en el mismo
lugar hasta que su contrincante
busca contacto fisico con €l, su
cuerpo puede estarono en
direccion a su contrincante.




Ll

[ CONDUCTAS QUE AMBOS
HACEN

*Piloereccion: El pelaje de los
individuos se eriza.

Olfatear area genital: Un
individuo acerca su cabeza al
area genital del otroy empieza
a olfatear. Los individuos con
tendencia a serdominantes
presentan mas esta conducta
que los individuos con
tendencia a ser subordinados,
ésta conducta se da cuandono
se hanrelaciones de
dominanciay subordinacion.

Lucha: Ambos sujetos giran en
el piso, mientras se golpean con
las extremidades y se muerden.
En este momento, se pueden
presentar conductas tales como
cascabelearlacola, algunos
chillidos emitidos por el
subordinado, piloereccion,
orejas alos lados y orejas
rectas.




8.

[ CONDUCTAS QUE AMBOS
HACEN

IMAGEN

Olfatearrostro: Los sujetos se
aproximan al rostro de su
contrincante y olfatean. Esta
conducta se presenta cuando
no la jerarquia entre los
individuos no es evidente.

Acicalar: Unindividuo se
aproxima alrostrodelotroy lo
acicala. Esta conducta se
presenta cuando nolajerarquia
entre los individuos no es
evidente.




9. 2. Tabla para obtener los indices de conducta

Para analizar el comportamiento agresivo observado en machos de N. alstoni, se
tomaron en cuenta soélo cuatro conductas ofensivas y cuatro defensivas. Los indices
para cada una de éstas categorias de conducta se hicieron de la misma manera
utilizando la siguiente tabla.

Dénde de acuerdo con el numero de conductas de una categoria (ofensivas o
defensivas) y la frecuencia con qué las expresaran se asigné un valor, el cual

representa el indice de conducta, ya sea ofensiva o defensiva.

No. Frecuencia Valor
conductas del
indice
1
1-5 1.25
1.50
1.75
2
6-10 2.25
2.50
2.75
3
11-15 3.25
3.5
3.75
4
16-20 4.25
4.5
4.75
5
21-25 5.25
5.5
5.75
6
26-30 6.25
6.5
6.75
7
31-35 7.25
7.5
7.75
1,2,3,4 36-40 8

RONaRAONARAONARWONaARONaRONa|ARWN =
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9. 3. Analisis de ELISA para cuantificar testosterona

El ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, (Ensayo por Inmunoabsorcion
Ligado a Enzimas), se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tangan actividad tanto
inmunologica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsobrente) la reaccidn antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por
tanto, sera facilmente revelada cuando la enzima actue debido a que un sustrato
especifico producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el
uso de un espectrofotdmetro o colorimetro.

Existen diferentes tipos de ELISA con anticuerpos marcados.

El que se utilizé un ELISA directo (anticuerpo policlonal contra testosterona R156/7)
para poder cuantificar la concentracién plasmatica de testosterona. El cual consta de
los siguientes pasos:

Fijacion al soporte insoluble (“tapizado”) de antigenos especificos. Lavado para
eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.

Adicion de anticuerpos marcados (“conjugados”) con una enzima; si los anticuerpos
reaccionan con los antigenos, el complejo quedara solubilizado. Lavado para
eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

Adicién de un sustrato sobre el que sea capaza de actuar la enzima marcadora. Se
puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado (Correa, et al., 2000;
Morales y Gaitan, 2013).

A continuacion se presenta la curva de calibracidn tal como se muestra en el trabajo
de Rodriguez de 2014, en el cual se cuantificaron las variaciones diarias de glia en

el acocil.
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Fig. 12. La linea continua representa la curva de calibracion del péptido control de la

testosterona y los datos son el promedio.
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