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Resumen

El estrés cronico produce disrupcion del acicalamiento y es desconocido si la fluoxetina, a través de su
accion antidepresiva, puede restablecer el acicalamiento en sujetos estresados. El objetivo fue analizar el
efecto de fluoxetina sobre el autoacicalamiento en ratas macho adultas estresadas cronicamente por
restriccién de espacio y nado forzado. Tres grupos de ratas recibieron Vehiculo (sin restriccién, n =10),
Vehiculo+Restriccion de espacio (60 min, n =10) y Fluoxetina+Restriccion de espacio (1mg/kg, n = 10)
durante 21 dias. Todas las ratas fueron forzadas a nadar una vez a la semana por tres semanas. El
acicalamiento se registr6 en campo abierto los dias 7, 14 y 21. El analisis estadistico revelé una
disminucién notable del tiempo de acicalamiento rostral y total, con mayor numero de patrones de
acicalamiento interrumpidos en las ratas con restriccion de espacio (p < 0.05). La fluoxetina impidi6 el
efecto del estrés sobre el acicalamiento, alcanzando valores de acicalamiento semejantes al grupo sin
restriccion de espacio. Se concluye que la fluoxetina ejerce un efecto protector contra los efectos negativos
de la restricciéon de espacio crénica sobre el acicalamiento, lo que podria ser de utilidad para el desarrollo

de estrategias de cuidado emocional en animales en cautiverio.
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Abstract

Chronic stress disrupt grooming-behavior and it is unknown if fluoxetine would restore grooming in
stressed subjects through its antidepressant actions. The objective was to analyze the effect of fluoxetine
on self-grooming in adult male rats chronically stressed by restraint and forced swimming. Three groups
received Vehicle (without restraint, n = 10), Vehicle+Restraint (60 min, n = 10) and Fluoxetine+Restraint
(Img / kg, n = 10) for 21 days. All rats were forced to swim once a week for three weeks. Grooming was
recorded in open field test on days 7, 14, and 21. Statistical analysis revealed a notable decrease of rostral
and total grooming with higher number of interrupted grooming paths in rats with restraint (p < 0.05).
Fluoxetine prevented the chronic stress effect reaching grooming values similar to group without restraint.
It is concluded that fluoxetine exerts a protective effect against negative effects of chronic restraint on
grooming behavior, which might be useful for the development of therapeutic strategies to ameliorate
emotional stress of animals in captivity.

Key words: Grooming, despair, restraint stress, flnoxetine
La conducta de acicalamiento en ratas estresadas y el efecto restaurador de la fluoxetina

La fluoxetina es un antidepresivo Inhibidor Selectivo de la Recaptura de Serotonina (ISRS) que
aumenta la disponibilidad de serotonina en la hendidura sinaptica y es uno de los firmacos mas recetados
para el tratamiento de la depresion y algunos trastornos de ansiedad (Kepser y Homber, 2015). El estrés
constante causa vulnerabilidad para el desarrollo de la depresién y otros trastornos neuropsiquidtricos
(Holmes, 2008). A nivel preclinico se ha demostrado que el tratamiento con fluoxetina en ratas estresadas
por restriccion de espacio y ambiente frio, ejerce su efecto antidepresivo al disminuir las concentraciones
séricas de corticosterona, las especies reactivas de oxigeno y aumentar las concentraciones de
neurotransmisores monoaminérgicos como dopamina, serotonina y notrepinefrina lo cual estuvo asociado
al mejor desempefio en el aprendizaje de escape (Jayakumar et al., 2017). Ademas, la fluoxetina regresa a
valores fisiologicos la produccion excesiva de citocinas proinflamatorias en plasma y cerebro, aumenta la
preferencia de sacarosa y disminuye la inmovilidad en la prueba de nado forzado, en ratas sometidas a un
modelo de estrés crénico ligero (Lu et al., 2017), lo cual es interpretado como un efecto antidepresivo a
nivel experimental. El estudio experimental de la depresiéon implica el uso de manipulaciones estresantes
que inducen conductas que reflejan la falta de motivacién y abandono en los sujetos experimentales ante
tareas que demandan la busqueda de una salida o la solucién de una situaciéon aversiva como el nado
forzado, un modelo ampliamente utilizado para el estudio de la depresion y el efecto de sustancias con
potencial antidepresivo (Contreras, et al., 2003). Es evidente que el estrés cronico disminuye la
neurotransmisién serotoninérgica modificando variables fisiologicas y conductuales relacionadas
estrechamente con la depresion experimental. No obstante, hay otras conductas que han sido poco
estudiadas, tal es el caso de aquellas conductas autodirigidas que se despliegan espontaneamente como el
acicalamiento.

El acicalamiento es una conducta dirigida al mantenimiento de la higiene, el cuidado de la salud y
el aspecto fisico, previene el desarrollo de infecciones y malos olores, elimina ectoparasitos, reduce las
infecciones bacterianas asociadas a la lactancia, estimula la curacion de heridas y ayuda en la
termorregulacion y el esparcimiento de secreciones en el pelaje (Kalueff et al., 2010; 2016). En las ratas de

laboratorio se despliega un patrén conductual céfalo-caudal, con una serie de movimientos secuenciales,
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con un alto nivel de complejidad y organizacién (Kalueff y Tuohimaa, 2004). Sin embargo, el
acicalamiento ante el estrés se altera en forma y cantidad, caracterizado por frecuentes rafagas de actividad
rapida, progresiéon anormal, desorganizada e interrumpida (Kalueff y Tuohimaa, 2005; Kalueff et al.,
2016). Esta conducta disminuye cuando los animales son sometidos a choques eléctricos en las patas,
estrés gestacional y/o postparto, estrés por alojamiento en cajas metabdlicas, estrés cronico impredecible,
el modelo agudo de estrés postraumatico o con la administracién de corticosterona (Asalgoo et al., 2017;
Zeni et al., 2017; Boero et al., 2018; Gemmel et al., 2018; Sahin et al., 2018; Van Camp et al., 2018). Por el
contrario, el acicalamiento puede aumentar durante la abstinencia a benzodiacepinas, la exposicién a
choques eléctricos en los bebederos y la deshidratacion (Acikmese et al., 2012; Corda et al., 2018; Mitchell
et al., 2018). Ante estos hallazgos, se observa que los estresores modifican en diferente direccion el
acicalamiento, pero sin duda una modificacién en esta conducta puede revelar informacion valiosa del
estado de bienestar del animal dado que se ejecuta en un ambiente libre de estimulos que la desencadenen.

No obstante, se desconoce si la fluoxetina durante su acciéon antidepresiva, evidente por el
aumento de la motivacién en situaciones de conflicto, también restablece el acicalamiento en ratas adultas
estresadas crénicamente. Por lo tanto, la hipétesis del estudio fue que la administracién de fluoxetina
previene los cambios en el acicalamiento inducidos por la exposicién crénica a estrés en la rata Wistar. El
objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de fluoxetina sobre el acicalamiento en ratas macho
adultas estresadas por restriccién de espacio y nado forzado. La prueba de nado forzado es ampliamente
conocida porque permite evaluar el efecto antidepresivo de sustancias y detectar desesperanza inducida
por falta de escape a una situacion aversiva, sin embargo, en este estudio se utilizé s6lo como un estresor
adicional, siendo un desafio para la fluoxetina el poder revertir las alteraciones ocasionadas por un
protocolo de estrés cronico intenso (restriccion de espacio diaria mds nado forzado intermitente). La
combinacién de estresores continuos e intermitentes es comun en animales que viven expuestos a las
necesidades de reorganizacion jerarquica, forrajeo, reproduccién y cuidado parental en la naturaleza. Por
ello, es pertinente mencionar que las conductas registradas en la presente investigaciéon pueden simular lo

que podria acontecer en escenarios reales de cautiverio o semicautiverio.
Método
Etica

El presente estudio se realizé de acuerdo con los codigos éticos internacionales (Guide for Care and
Use of Laboratory Animals publicado por el National Research Councily No. 85-23, 1999) y la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de
animales de laboratorio”. Todas las manipulaciones fueron realizadas evitando el sufrimiento innecesario
de los animales. Todas las ratas incluidas en este estudio se alojaron en un bioterio con ciclos de
luz/oscuridad de 12/12 horas con libre acceso al agua y alimento. Los animales se alojaron en grupos de 5
animales, en cajas de acrilico transparente de 43 cm x 53 cm de base y 20 cm de altura. Las manipulaciones

experimentales se llevaron a cabo entre las 10:00 y 13:00 h del dfa.
Grupos experimentales
Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar de dos meses de edad que tuvieron un peso entre

180 y 260 g al inicio del experimento y fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos experimentales:
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Vehiculo (n=10), Vehiculo+Restriccién de espacio (n=10) o Fluoxetina+Restriccion de espacio (n=10).
El grupo Fluoxetinat+Restriccion de espacio recibié 1 mg/kg de fluoxetina, dosis que produce efectos
anti-desesperanza (Contreras et al., 2001). Tanto el vehiculo (agua purificada) como la fluoxetina fueron
administrados por via oral en un volumen de 2 ml/kg durante 21 dfas consecutivos. Las ratas fueron
pesadas semanalmente para realizar el ajuste correspondiente de la dosis. A las ratas de los grupos
Vehiculo+Restriccién de espacio y Fluoxetina+Restricciéon de espacio, la administracién se les realizéd
inmediatamente después de ser sometidas individualmente al estrés por restricciéon de espacio (Hartmann
etal., 2019). En la Figura 1 se muestra la linea de tiempo del experimento.

Dia 1
Restriccion de espacio:
1/dia, 09:00-10:00 h.

Medicién del acicalamiento 1/semana, 11:00 h

Admon. de vehiculo o fluoxetina: A
1/dia, 10:00 h 4
l Dia 7 Dia 14 Dia 21
Dia 0
\ J

Nado forzado 1/semana, 12:00 h

Figura 1. Linea de tiempo del experimento.
Estrés por restriccion de espacio

El estrés por restriccion de espacio se aplicé tnicamente a los grupos Vehiculo+Restriccion de
espacio y Fluoxetina+Restriccién de espacio y consistié en colocar diariamente a las ratas en cajas de
acrilico transparente individuales de 16 cm x 7 cm de base y 7 cm de altura durante 60 min, del dia 1 al 21
del experimento. Cada sesioén de restriccioén de espacio se realizé antes de la administraciéon de vehiculo o
fluoxetina. Los sujetos no tuvieron contacto visual con sus conespecificos (Bernal-Morales et al., 2009;
Hartmann et al., 2019). Entre cada sesion, las cajas de restriccion de espacio fueron limpiadas con solucion
de etanol al 15% y se secaron para eliminar cualquier estimulo odorifero, ya que se ha demostrado que los
olores de ratas estresadas modifican el comportamiento de otras ratas (Gutiérrez-Garcfa et al., 20006).

Cuantificacion del acicalamiento

Se realiz6 la sesion de preprueba el dia O sin valor estadistico. Para evaluar el efecto del estrés y de
la fluoxetina sobre el acicalamiento los sujetos fueron colocados en el campo abierto, los dias 7, 14 y 21
del experimento, una hora después de la administracién de vehiculo o fluoxetina. Durante el transcurso de
esa hora los animales estuvieron alojados en el cuarto de evaluacién conductual. La prueba de campo
abierto consistié en colocar individualmente a cada rata en una caja de acrilico opaco (44 cm x 33 cm de
base y 20 cm de altura) durante 5 min. En el campo abierto se puede evaluar el componente motor y la
exploracién de un entorno novedoso producidos por efecto de tratamientos y estresores, al mismo tiempo

que permite evaluar conductas motivadas como el acicalamiento (Crawley, 1985). Para propésitos de este
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estudio, sélo se evaluaron siete variables de acicalamiento que representan un registro mas cercano a la
microestructura del acicalamiento (Kalueff et al.,, 2007) que fueron: latencia y tiempo de acicalamiento
rostral, latencia y tiempo de acicalamiento corporal, tiempo total de acicalamiento (suma de tiempo de
acicalamiento rostral mas tiempo de acicalamiento corporal), frecuencia de patrones de acicalamiento
completos y de patrones incompletos. El patrén de acicalamiento se registré siguiendo la descripcion de
Kalueff y Tuohimaa (2004, 2005) que incluye aquellas conductas de aseo autodirigidas secuenciales
iniciando con el movimiento eliptico de amplitud pequefia limitado a las vibrisas de forma unilateral o
bilateral, la emision de giros elipticos amplios de las extremidades anteriores sobre las orejas y la cabeza, el
lamido del cuerpo, el lamido de las extremidades postetiores, de la regién ano-genital y de la cola. Después
de finalizada cada prueba, la caja fue limpiada con solucién acuosa de etanol al 15% para eliminar
cualquier estimulo odorifero emitido por la rata.

Todas las sesiones de prueba de campo abierto fueron videograbadas (MixMart, Camcorder FHD
1080p, 30FPS, 24 MP) y analizadas posteriormente por dos observadores independientes con un
programa elaborado ex profeso para el registro de las variables, hasta obtener una concordancia > 95%.

Nado forzado

El nado forzado se aplico a todos los grupos después de la sesién de campo abierto y sirvié como
un estresor intermitente, por lo que no fue evaluada la conducta en esta prueba. Consistié en colocar
individualmente a las ratas en un estanque rectangular de cristal (34 cm x 51 cm de base y 60 cm de altura),
con agua a tempetatura de 25 = 1°C y donde no existia la posibilidad de escape. El nivel de agua fue >20
cm de manera que la rata tocara el fondo de estanque con la cola o la punta de las patas posteriores
manteniendo la narina por arriba del nivel de agua. Los animales fueron sometidos a tres sesiones de estrés
por nado; la primera sesion de nado se realizé el dia 0 del experimento con duracién de 15 min tal como
lo establece el fundamento de este modelo de desesperanza (Porsolt et al., 1977). Sesiones posteriores de
nado (5 min) se realizaron los dias 7, 14 del experimento, inmediatamente después de la prueba de campo
abierto donde se evalué el acicalamiento. Es decir, el efecto sumado de este estrés intermitente por nado
se evalia una semana después de aplicarlo para reducir el efecto agudo del nado. Estas sesiones de nado se
realizaron para seguir el protocolo que tenemos de nado forzado semanal en el que el efecto anti-
inmovilidad de la fluoxetina aparece gradualmente hasta hacerse significativo el dfa 14 (Lozano-Hernandez
et al, 2010; Rodriguez-Landa et al., 2018). Es ampliamente conocido que el nado es una situacion
estresante en la rata, por ello todos los grupos fueron sometidos al nado, para mantener la uniformidad del
estrés por nado forzado y solo comprobar la hipdtesis del efecto de la restriccion de espacio y el efecto de
fluoxetina en el acicalamiento. Considerando que el nado se realizé6 después del campo abierto, la
evaluacion del acicalamiento, bajo este protocolo, no tiene el efecto agudo del nado sino de las sesiones de
nado de los dias anteriores.

Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados por medio de un analisis de varianza de dos vias para medidas
repetidas, teniendo como primer factor el grupo, con tres niveles (Vehiculo, Vehiculo+Restriccién de
espacio y Fluoxetina+Restriccion de espacio) y como segundo factor los dias de tratamiento en que se
realizaron las pruebas, con tres niveles (dia 7, dia 14 y dfa 21). Cuando se detectaron valores de
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significancia de p < 0.05 en el analisis de varianza se utilizé la prueba post hoc de Student Newman-Keuls.
Los resultados se presentan como la media * error estandar de cada variable evaluada.

Resultados

La rapidez con la que se empezd a desplegar el acicalamiento fue semejante en los tres grupos de
estudio, es decir, fue independiente del estrés y del tratamiento con el antidepresivo fluoxetina. Este
resultado fue demostrado con el analisis de varianza de dos vias de las variables latencia de acicalamiento
rostral y latencia de acicalamiento corporal, ya que no se modificaron estadisticamente por grupo, dia de
tratamiento, ni interaccién de factores (Tabla 1). En cambio, las variables que reflejan la duracién y la

estructura del acicalamiento se modificaron estadisticamente como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1
Resultados estadisticos del andlisis de varianza de dos vias para medidas repetidas del acicalamiento en
ratas cronicamente estresadas y administradas con fluoxetina.

Analisis
Variables Factor Grupo Factor Dia Grupo x Dia
Latencia rostral (A‘) F (2,54 — 2.163, F (2,54 — 0.128, F (4,54) — 0.()77,
p=0.135 p = 0.881 p=0.611
TLatencia corporal (J‘) F (2,54) — 0.0316, F (2,54) — 0.925, F (4,54) — 1.395,
p = 0.969 p = 0.403 p = 0.248
Tiempo rostral (J‘) (2 54) = = 0.345, F (2,54) = 10.574, F (4,54) — 3.253,
p=0.712 p <0.001 p=0.018
Tiempo corporal (J‘) (2 54) = = 0.430, F (2,54 = 2.622, F (4,54) — 1.163,
p = 0.655 p = 0.082 p = 0.337
Tiempo total acicalamiento (s) F @549 = 0.400, F @549 = 8.576, F (450 = 2.643,
p=0.674 p <0.001 p =10.043
Patrones COI’npletOS (n) F (2,54 — 1.217, F (2,54 — = 4. 415 F (4,54) — =0. 280
p=0312 p =0.017 p = 0.889
Patrones incompletos (Il) (2 54) = = 4.488, F (2,54) = 3.077, F (4,54) — 1.530,
p =0.021 p = 0.054 p = 0.207

Nota. Ver detalles en el texto.

La variable tiempo de acicalamiento rostral, pero no corporal, mostré diferencias significativas por
dfa de tratamiento y por la interaccién de factores. La prueba post hoc revelé que el tiempo de acicalamiento
rostral disminuy6 gradualmente, y esa disminucion fue significativa en comparacion con los dias previos 7
y 14, independientemente del grupo (Figura 2). En la interaccion de factores, se observé que el tiempo de
acicalamiento rostral en el grupo Vehiculo disminuy6 en el dia 14 y 21 comparado con el dia 7. En el caso
del grupo Vehiculo+Restriccion de espacio esta variable presenté el cambio mds notable, ya que
disminuy6 en el ultimo dia de prueba comparado con los dias previos 7 y 14, alcanzando sélo una tercera
parte del valor desplegado en el primer dia de prueba (dia 7; Figura 2). Este patrén de disminucion gradual
del acicalamiento rostral a lo largo del experimento como ocurrié en los grupos con vehiculo, no se
observé en el grupo de Fluoxetina+Restriccién de espacio, ya que este acicalamiento fue semejante entre
las tres sesiones de prueba.
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Figura 2. Variable tiempo de acicalamiento rostral. El analisis de vatianza mostré reduccién del acicalamiento rostral
con el transcurso del tiempo y de manera mas intensa en el grupo estresado (V+R) que en grupo vehiculo (V), sin
diferencias en el grupo estresado mas fluoxetina (FLX+R) *p<0.05 vs dia 7.

Aunque el acicalamiento corporal no sufrié cambios significativos, el acicalamiento total resultado
de sumar el acicalamiento rostral y corporal, mostré cambios semejantes a los del acicalamiento rostral. Es
decir, el resultado del tiempo total de acicalamiento se modific6 por dia y por interaccién de factores
(Tabla 1). Se puede observar que el acicalamiento total disminuyé significativamente el ultimo dia del
experimento, aparentemente sin importar el grupo. Pero en el analisis de la interaccién de factores se
observé que la disminucién gradual del tiempo total de acicalamiento sélo se presenté en los dos grupos
que recibieron vehiculo y que la diferencia estadistica unicamente se observé en el grupo
Vehiculo+Restriccién de espacio a partir del dfa 14 y se redujo hasta casi una quinta parte en el dia 21
comparado con el dfa 7 (Figura 3).
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Figura 3. Variable tiempo total de acicalamiento. El analisis de varianza mostré reduccion del acicalamiento total
con el transcurso del tiempo y que sélo se redujo significativamente en el grupo estresado (V+R) pero no en grupo
vehiculo (V), ni en el grupo estresado mas fluoxetina (FLX+R) *p<0.05 vs difa 7.
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Al analizar las variables que reflejan la organizacién del acicalamiento, se observé un cambio sutil
pero significativo en el numero de patrones de acicalamiento completos, en contraste con el cambio
notable en los patrones incompletos de acicalamiento que desplegé el grupo estresado por restriccion de
espacio comparado con el grupo vehiculo sin restriccion y el grupo fluoxetina con restricciéon de espacio.
El andlisis de varianza de dos vias revel6 que el nimero de patrones completos de acicalamiento se
modifico significativamente por dia de tratamiento, pero no por grupos, ni por la interacciéon de factores
(Tabla 1). Este cambio consisti6 en la disminucion del nimero de patrones completos de acicalamiento el
dia 21 con respecto a los dfas anteriores (Figura 4), lo cual es consistente con la reduccién de los tiempos
de acicalamiento descritos anteriormente. Por su parte, el analisis del numero de patrones de acicalamiento
incompletos mostré una tendencia (p < 0.054) a disminuir a lo largo del experimento. No hubo
diferencias en la interaccién de factores, pero se observa de manera cualitativa que el nimero de patrones
incompletos de acicalamiento se duplicé claramente en cada dia de registro en el grupo de
Vehiculo+Restriccién de espacio con respecto a los otros dos grupos. Al comparar por grupos si hubo
diferencias estadisticas (Tabla 1) y éstas consistieron en que en el nimero de patrones incompletos de
acicalamiento en el grupo Vehiculo+Restriccion de espacio se duplicéd significativamente comparado con
el grupo que no fue sometido a la restricciéon ni con el grupo que fue estresado y que recibi6 el tratamiento
con fluoxetina (Figura 4).
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Figura 4. Patrones completos e incompletos de acicalamiento. El analisis de varianza mostr6 reducciéon del nimero
de patrones completos de acicalamiento con el transcurso del tiempo. Sélo el estrés cronico produjo mayor nimero
de patrones incompletos de acicalamiento en el grupo estresado (V+R). La fluoxetina (FLX+R) bloqueé el efecto del
estrés. *p<0.05 vs V y FLX+R.

Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto de la fluoxetina sobre el acicalamiento
en ratas macho adultas estresadas cronicamente por restriccioén de espacio y nado forzado. Los resultados
mostraron que se produjo una reduccion gradual de la duracién del acicalamiento a lo largo del estudio en
los grupos con vehiculo siendo mas notable en el grupo estresado por restriccion de espacio. Por su parte,
la fluoxetina impidi6 la disminucién del acicalamiento y evit6 el incremento de los patrones incompletos
del acicalamiento inducido por estrés crénico.
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Es ampliamente conocido que los modelos animales relacionados con el estrés, han ayudado a la

identificacién de mecanismos de acciéon farmacolégica y al descubrimiento de nuevas sustancias con

potenciales efectos clinicos (Campos et al, 2013). Asi, el empleo de animales de laboratorio para el estudio

del estrés es util para el reanalisis de los farmacos ya existentes como la fluoxetina, empleada en este

trabajo. Es decir, no se traté de evaluar el efecto tipo antidepresivo (o incluso ansiolitico) ya conocido de

la fluoxetina, sino saber si su administracién crénica también modifica los efectos del estrés cronico sobre

otras conductas motivadas auto dirigidas como el acicalamiento.

El presente estudio empled el estresor de nado forzado de manera intermitente porque es un
estresor inescapable, independientemente de que la prueba de nado forzado sirva para evaluar conducta de
desesperanza o conducta de afrontamiento (Molendijk y de Kloet, 2019). Por su parte, la restriccion de
espacio ampliamente utilizada en roedores, es un estresor que estimula el sistema auténomo aumentando
la presion arterial y la frecuencia cardfaca en la rata (Sikora et al., 2016). Estos dos estresores pueden
inducir conductas tipo ansiedad o desesperanza. Los resultados del presente estudio revelaron un impacto
sobre otras conductas como el acicalamiento. Estas manipulaciones estresantes pueden arrojar
informaciéon que complemente el entendimiento de los cambios en la conducta asociada a farmacos.

La latencia al acicalamiento fue la primera variable que se midi6 y no se modific6 entre los grupos,
lo que significa que al menos bajo las condiciones del presente estudio, la reactividad de los animales para
desplegar el autoacicalamiento no revela informacion del efecto del estrés o el efecto antidepresivo. El
algoritmo de la microestructura del acicalamiento tiene un correlato elevado con las mediciones clasicas de
acicalamiento como la latencia, frecuencia y duracién (Pires, 2013). En el presente estudio, la hipdtesis fue
demostrada con las variables frecuencia y duracién del acicalamiento independientemente de la latencia, ya
que la restricciéon de espacio diaria durante 21 dias sumada con sesiones semanales de estrés por nado
forzado, redujeron el acicalamiento evaluado en ratas macho adultas en una prueba de campo abierto
breve. Este resultado significa, que la observacién del acicalamiento durante 5 min es de utilidad y
permiti6 detectar cambios ante el estrés cronico intenso y coincide con otros autores que han demostrado
que ante estresores intensos como los choques eléctricos, la privacién de suefio o la inmovilizacién, el
acicalamiento disminuye en duracién y se fragmenta en su microestructura (Kalueff y Tuohimaa, 2005;
Nin et al,, 2012).

El resultado del andlisis de varianza en el tiempo de acicalamiento rostral, el tiempo total y el
nimero de patrones completos de acicalamiento por el factor dia independientemente del tratamiento,
sugiere un efecto de habituacién de la conducta de acicalamiento. Se sabe que ante la repeticién de la
prueba hay posibilidad de habituacién locomotriz y que el estrés crénico no impide que se despliegue
dicha conducta (Dubovicky y Jezova, 2004). Los resultados del presente estudio también muestran que la
habituacién ocurridé, pero en la conducta de acicalamiento de los animales estresados, y el estrés mas
intenso disminuyé aun mas el acicalamiento. Esa disminucion del acicalamiento sélo en los grupos
Vehiculo y Vehiculo+Restriccion de espacio indican la respuesta natural al estrés, las ratas estan dejando
de lado la conducta autodirigida de atencién en su propio cuerpo para atender o estar alertas por el
entorno. De estos dos grupos que no recibieron la fluoxetina, la disminucién del acicalamiento fue mas
marcada en el grupo estresado por restriccion de espacio y nado que recibié vehiculo porque solo se
acicalé una tercera parte del valor del primer dia de experimentacién y el grupo que solo recibié el estrés
intermitente del nado disminuyé el acicalamiento un 50%. Estos hallazgos coinciden patrcialmente con
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animales controles que redujeron su acicalamiento en la segunda prueba de campo abierto con intervalo
de 30 dias y, por el contrario, aumenta en animales con ambiente enriquecido concluyendo que esta
condicién ambiental disminuirfa la respuesta defensiva (Brenes et al., 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018). Por
lo tanto, es consistente que el aumento de la cautividad por la restriccién de espacio y la falta de escape en
los animales disminuye el tiempo de acicalamiento y aumenta los patrones incompletos de acicalamiento
(presente estudio) porque estan en un estado de alerta y reactividad maxima. Por otro lado, el ambiente
enriquecido incrementa el acicalamiento porque acicalarse no se consideraria un comportamiento similar a
la ansiedad, sino que se facilita cuando el desafio de una amenaza ha sido superado (Rojas-Carvajal et al.,
2018). Por lo tanto, la fluoxetina a través de sus acciones antidepresivas bloquea el efecto del estrés
crénico (presente estudio) y provoca que las ratas no disminuyan su atencién en el acicalamiento, que es
una conducta que refleja bienestar y hasta puede incrementarse con el mismo régimen de administracién
(Rodriguez-landa et al.,, 2018). De hecho, fluoxetina restaura la tasa de habituaciéon perdida en ratas
bulbectomizados en campo abierto con iluminacién intensa (Mar et al., 2002). Se sugiere por lo tanto, que
la fluoxetina no bloqueé el desarrollo de la habituacién del acicalamiento, sino que desde la primera
prueba con 7 dias de tratamiento, la valoracién del contexto del campo abierto fue de un ambiente neutro
que no representaba peligro y que se mantuvo hasta las tres semanas de tratamiento.

El menor tiempo de acicalamiento producido por la suma de los estresores restriccion de espacio
y nado forzado, similar a lo reportado con estresores intensos (Kalueff y Tuohimaa, 2005; Nin et al.,
2012), no se observé con la administracién de fluoxetina. Al parecer el antidepresivo protegié contra los
efectos negativos del estrés, manteniendo los tiempos de acicalamiento estables durante los dias 7, 14 y 21
en el mismo grupo, en lugar de ser reducidos por efecto del estrés crénico. Al comparar entre grupos, el
efecto protector de fluoxetina fue mas claro en el nimero de patrones incompletos de acicalamiento, el
antidepresivo bloqueé el incremento del acicalamiento desordenado inducido por el estrés. En otros
estudios donde la fluoxetina se ha empleado como el fairmaco de referencia en ratas macho adultas, la
fluoxetina a la misma dosis de 1 mg/kg aumenta el acicalamiento total entre los dias 7, 14 y 21 de
tratamiento (Rodriguez-Landa et al., 2018). La diferencia se explicaria porque la aplicaciéon adicional de

restriccion de espacio diaria podtia ser tal que demandarfa una mayor dosis para superar el estrés.

La serotonina es un neurotransmisor ampliamente estudiado para comprender su papel en el
estrés, puede actuar como un modulador fino o ser notablemente afectado dependiendo de la
actividad/nivel de excitaciéon del individuo; los cambios en la serotonina son complejos y los primeros
estudios indican que la elevacion inducida por el estrés en la sintesis de 5-HT, es un proceso clave contra
regulador que permite la homeostasis serotoninérgica y estd mediada por mecanismos neuroendocrinos
especificos (Chaouloff et al, 1999). Con protocolos de estrés crénico impredecible por 3 a 7 semanas, la
actividad de las enzimas monoaminoxidasas aumenta provocando una degradacion excesiva de serotonina
(Lin et al., 2005; Bhutani et al., 2009) y la consecuente disminucion de la actividad serotoninérgica (Bekris
et al,, 2005). Por su parte, el tratamiento crénico con fluoxetina disminuye las alteraciones de los circuitos
neuronales relacionados con el estrés y atenua la respuesta defensiva del congelamiento (Zienowicz et al.,
2007; McMurray et al., 2019), restablece la disminucién de serotonina en la corteza cerebral (Sakr et al.,
2015) e inhibe la excitacién de la alerta y le permite al animal desplegar su repertorio conductual normal a
niveles basales, incluida la conducta de acicalamiento (presente estudio). Por lo tanto, el acicalamiento se
restablecié con fluoxetina, un farmaco que ademas de producir efecto antidepresivo tiene potencia
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ansiolitica, y este cambio en el acicalamiento también se ha observado con farmacos que incluso ejercen
sus acciones a través de mecanismos de accion GABAérgica como el clonazepam (Nin et al., 2012).

Una limitaciéon del estudio es que no se evalu6 el efecto de la restriccion sin nado y de la
condicién de un grupo intacto, para dimensionar el tamafo del efecto de cada uno de los estresores por
separado. Pero el disefio experimental abordado aporta escenarios mds probables de experimentar
combinaciones de estrés en condiciones mas naturales. No se evaluaron otras conductas como ansiedad o
desesperanza porque esta ampliamente documentado el efecto inductor del estrés sobre ellas. Finalmente,
este estudio comprobé el efecto protector de la fluoxetina sobre la conducta del acicalamiento en ratas
Wistar macho de dos meses de edad estresadas cronicamente por restriccién de espacio y nado forzado.
Este hallazgo implica un espectro mas amplio de acciones de un antidepresivo de referencia como la
fluoxetina en estudios preclinicos, demostrando que puede restablecer conductas disminuidas por efectos
del estrés, aunque no se trate de un modelo de depresiéon experimental. El acicalamiento espontineo
medido en un periodo de observacion relativamente corto es sensible al estrés y a farmacos moduladores
del estado de animo a pesar de su duracién y frecuencia inferiores a otras conductas desplegadas en el
campo abierto. La contribucién de los resultados de este trabajo pudiera tener una aplicacion en el
desarrollo y evaluacion de estrategias que pudieran disminuir los efectos negativos del estrés,
particularmente de aquellos individuos que se encuentran en condiciones de restricciéon de espacio, como
ocurre en los animales en cautiverio. Una posibilidad que debe ser evaluada en beneficio del bienestar
animal en condiciones de estrés.
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