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RESUMEN

Introduccion: Se ha visto que las ratas no encerradas, ni medi-
cadas con clonazepam, pueden percibir la angustia de las ratas
atrapadas y que el sentimiento, socialmente adquirido, motiva
al acto de apertura de la puerta de las ratas libres, a diferencia
de aquellas a quienes se administra el farmaco. El objetivo fue
determinar si el clonazepam posee efecto sobre el instinto de
ayuda en ratas Wistar macho.

Métodos: 24 ratas Wistar macho fueron separadas en 3 grupos:
1) rata ayudante medicada con clonazepam y otra encerrada en
una piscina con agua (para estresarla); 2) una rata ayudante sin
clonazepam vy otra encerrada una piscina con agua; 3) una rata
ayudante sin clonazepam y otra encerrada en la piscina sin agua
(sin el agente estresante). Los experimentos se realizaron en
una caja de acrilico compartimentalizada que solo se podia abrir
del lado sin piscina. Se realizaron ademas pruebas de control
para evaluar el interés de la rata ayudante.

Resultados: 9,5%, 64,9% vy 51,5% de las ratas abria las puertas
a sus companeras encerradas, siendo los tiempos de latencia
de apertura en cada caso de 35,71+35,97 s, 45,25+40,11 s y
31,87+41,68 s, en los experimentos 1, 2 y 3, respectivamente.
Conclusion: El clonazepam probablemente tenga un efecto blo-
queador sobre la respuesta empatica de una rata hacia su com-
panera estresada.
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EFFECT OF CLONAZEPAM ON EMPATHIC BEHAVIOR IN
WISTAR RATS.
ABSTRACT

Background: It has been seen that rats not enclosed, nor me-
dicated with clonazepam, can perceive the anguish of trapped
rats and that the feeling, socially acquired, motivates the act of
opening the door of free rats, unlike those who are administe-
red the drug. Our aim was to determine if clonazepam has any
effect on the helping instinct motivated by empathy, in male
Wistar rats.

Methods: Twenty-four male Wistar rats separated into 3 ex-
perimental groups were studied: 1) an assistant rat medicated
with clonazepam and another one enclosed in a pool with water
(to stress it); 2) an assistant rat without clonazepam and ano-
ther one enclosed a pool with water; 3) the third group, an as-
sistant rat without clonazepam and another one locked in the
pool without water (without the stress agent). The experiments
were carried out in a compartmentalized acrylic box that could
only be opened on the side without a pool. Control tests were
also carried out to evaluate the interest of the assistant rat.
Results: 9.5%, 64.9% and 51.5% of the rats opened the doors to
their partners, with the opening latency times in each case be-
ing 35.71+35.97 s, 45.25+40.11 s and 31.87+41.68 s, in expe-
riments 1, 2 and 3, respectively.

Conclusion: Clonazepam probably has a blocking effect on the
empathic response of a rat to its stressed partner.

INTRODUCCION

Segln Davis (1983) hay dos componentes
centrales de la empatia, la preocupacion
empatica, que es la respuesta sentimental
hacia la necesidad de los otros que puede
expresarse como tristeza o preocupacion,
y la toma de perspectiva, aquella habilidad
que nos permite comprender la percepcion,
el punto de vista de la otra persona, esto
puede derivar a diversas respuestas ya sea
como conductas agresivas o mediante el
desarrollo de conductas prosociales (1).

En el estudio realizado por Ayazi | et al,, se
demostro que el estrés en ratas puede ser
transmitido hacia grupos que no han re-
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cibido ningun contacto con un agente que
produzca distrés (sonidos blancos en este
caso), sino Unicamente por la interaccion
con las ratas ya estimuladas (2).

El GABA juega un papel importante en la
integracion central de las respuestas de
estrés siendo el principal neurotransmisor
inhibitorio en el cerebro (3). Las benzodiaze-
pinas mejoran las respuestas al neurotrans-
misor inhibidor GABA abriendo los canales
de cloruro activados por GABA vy permitien-
do que los iones cloruro entren en la neuro-
na, lo que conduce a la actividad ansiolitica,
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sedante o anticonvulsivante que se observa
con estos farmacos, que son administrados
previo a cirugias, en pacientes en cuidados
intensivos, con dependencia alcohdlica,
trastornos musculares, manias e insomnio
(4,5).

Se ha comprobado que hay reciprocidad en
la respuesta cognitiva, emocional y coope-
rativa de ratas y humanos mediante la apli-
cacion de un juego basado en el dilema del
prisionero, que denota que poseen la capa-
cidad cognitiva suficiente para una interac-
cion que, a pesar de tener un costo o casti-
go, conlleva a un beneficio mutuo (6).

Se ha visto que la rata libre puede perci-
bir la angustia de |a rata atrapada y que la
emocion socialmente adquirida motiva al
acto de apertura de la puerta de la rata li-
bre. Evidencia cientifica demuestra que
"los sentimientos afectivos de un roedor
se transmiten a otro y luego generan los
mismos sentimientos en ese individuo”. En
los seres humanos, esta experiencia vicaria
de angustia a menudo conduce a la ayuda,
aunque no ha sido claro si el mismo meca-
nismo de motivacion impulsa la ayuda en
roedores. Por lo tanto, los presentes expe-
rimentos estan disefados para comprobar
si las ratas montan una respuesta afectiva
a la angustia de una rata atrapada con el fin
de abrir la puerta de restriccion vy liberar a
la rata atrapada. Esto constituiria una forma
de empatia de roedor (7).

Y, debido a que dia a dia se percibe un ma-
yor consumo de farmacos para diversos
estados psicologicos (8,9), para controlar el
estado emocional de las personas, aunque
muchas veces son realmente innecesarios
y pueden llegar a afectar el interrelaciona-
miento con otros individuos, buscamos de-
terminar si el ansiolitico, especificamente el
clonazepam, posee efecto sobre el instinto
de ayuda motivado por la empatia en ratas
Wistar macho.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio experimental, longi-
tudinal, triple ciego, de grupos en paralelo
con preprueba.

La poblacion en estudio quedo conforma-
da por 24 ratas Wistar, de dos meses de
edad, adquiridas del Instituto de Investiga-
ciones en Ciencias de la Salud de la Univer-
sidad Nacional de Asuncion, Paraguay.

El tamano de muestra se obtuvo a partir
de la formula n=1+2C(s/d)>. Donde C es un
coeficiente determinado por el error a vy el
error B, que en este estudio se tomo un a
de 0,05 y una 3 de 10%, lo que da una C de
10,51. La s de un estudio previo 1,2y lad
esperada de 2 aperturas de puertas que re-
sulta un tamano minimo para cada grupo de
8,56 que, por necesidad de redondeo, se de-
cide 8 animales por grupo.

El muestreo fue aleatorio simple, orga-
nizado en grupos de 8 ratas. Estos grupos
nuevamente fueron divididos en subgru-
pos de 4 en cada experimento. Las mismas
fueron alimentadas con balanceado estan-
dar para ratas y agua filtrada ad libitum. El
investigador que aplico la aleatorizacion
de los animales a los grupos de estudio no
participo de las pruebas conductuales, ni del
procesamiento de los resultados del estu-
dio.

. Experimento 1: ratas mojadas (n=4)
y ratas ayudantes medicadas con clonaze-
pam (n=4).

. Experimento 2: ratas mojadas (n=4)
y ratas ayudantes sin medicar con clonaze-
pam (n=4).

. Experimento 3: ratas encerradas
(n=4)y ratas ayudantes sin medicar con clo-
nazepam (n=4).

Se utilizd un equipo ultrasonicador, gra-
cias a una colaboracion con la Facultad de
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Ciencias Quimicas de la Universidad Nacio-
nal de Asuncion, para una mejor dilucion del
clonazepam.

Eneldia 2 delas sesiones de experimentos
se realizd una modificacion a la caja donde
se llevaron a cabo los estudios de empatia.
Se procedio a colocar una pequena tranca
de 0,5cm de altura frente a la puerta del
lado de tierra, pues durante el primer dia se
vio que varias ratas estresadas podian for-
zar su salida empujando la puerta desde el
area de piscina. Con esta modificacion se re-
dujo el nGmero de sesiones perdidas debido
a que la rata en situacion de estrés termino
abriendo la puerta por sus propios medios,
sin intervencion de la rata ayudante.

La variable independiente fue el trata-
miento con clonazepam (tratamiento con
clonazepam administrado por via intrape-
ritoneal a las ratas del estudio, administra-
do diariamente durante 12 dias. Indicador:
efecto del tratamiento con 0,5 mg/kg). Las
variables independientes fueron las relacio-
nadas con el patron conductual “empatia”
(capacidad de ponerse en el lugar del otro,
compartiendo los sentimientos y gene-
rando instinto de ayuda, la rata libre libera
a rata atrapada. Empatia bajo el efecto del
clonazepam. Indicadores: apertura de puer-
ta (rata ayudante abre la puerta que la se-
para de la rata encerrada, si/no), latencia
de apertura (en segundos), permanencia en
tierra (en segundos), permanencia en pisci-
na (en segundos)

Instrumentos de medicion

El experimento fue realizado en una caja
de acrilico de 50 cm x 25 cm x 30 ¢cm con
una abertura en la parte superior por la cual
se introducian las ratas, junto con una tapa
del mismo material. La caja se encontraba
dividida por una particion transparente de
acrilico que dividia la caja en dos areas. La
primera area, el area seca, se encontraba
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elevada a 50 mm del suelo; la segunda, el
area de piscina, no se encontraba elevada,
se cargaba parcialmente con agua hasta
una profundidad de 45 mm. La particion te-
nia un agujero, en el medio, de 65 mm de
diametro a través de la cual las ratas podian
pasar entre las dos areas. Frente al aguje-
ro, del lado del area seca, habia una puerta
circular transparente de 80mm de diametro
sujeta por un cierre. La puerta tenia una ma-
nija, a 30mm del centro que sobresalia hacia
el area seca, la cual se podia estirar o em-
pujar para hacer rodar la puerta y asi poder
abrir la puerta para comunicar los compar-
timientos.

Habituacion (6 dias): En los primeros 6
dias, cada rata fue manipulada por 5 min
para habituarse al contacto con humanos.
Las ratas desde el dia 1 fueron designadas
en sus roles de rata estresada (que iria al
area de piscina con agua), rata encerrada
(que iria al area de piscina sin agua) vy rata
ayudante (que iria al area seca). Las ratas no
cambiaron de rol durante los experimentos.

Para habituar a las ratas ayudantes que
recibirian una dosis de clonazepam a las in-
yecciones, los 5 dias previos a la realizacion
de los experimentos fueron inyectadas con
una solucion de suero fisiologico (0,17mlI/10g
intraperitoneal) y se las dejo, a cada una
sola, en el area de experimentacion por 30
min, con el fin de reducir el estrés propio ge-
nerado por las inyecciones.

Experimento 1 (12 dias): Se agregd agua
en uno de los compartimientos de la caja de
acrilico (area de piscina) hasta una altura de
45mm, con la puerta cerrando la comunica-
cion entre ambos compartimientos. Se le in-
yecto a la rata ayudante una dosis (0,5 mg/
kg intraperitoneal) de clonazepam, luego se
esperd 15 min. Posteriormente, se procedio
a colocar ambas ratas (estresada y ayudan-
te) cada una en sus respectivos comparti-
mientos. Se calculo el tiempo de latencia en
que la rata ayudante abria la puerta alarata
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estresada desde el momento en que la rata
estresada tocaba el suelo de la caja.

Se dejo a cada pareja de ratas durante un
plazo maximo de 300 segundos. Transcurri-
do este tiempo, se devolvieron a las ratas a
sus respectivas jaulas. No se entregd nin-
gun premio posterior al experimento.

Experimento 2 (12 dias): Se agregd agua
en uno de los compartimientos de la caja de
acrilico (area de piscina) hasta una altura de
45mm, con la puerta cerrando la comunica-
cion entre ambos compartimientos. No se le
inyecto clonazepam a la rata ayudante. Se
procedid a colocar ambas ratas (estresada
y ayudante) cada una en sus respectivos
compartimientos. Se calculd el tiempo en
que larata ayudante abrio la puerta a la rata
estresada desde el momento en que la rata
estresada toco el suelo de la caja.

Se dejo a cada pareja de ratas durante un
plazo maximo de 300 segundos. Transcurri-
do este tiempo, se devolvieron a las ratas a
sus respectivas jaulas. No se entregd nin-
gun premio posterior al experimento.

Experimento 3 (12 dias): No se agre-
g0 agua en ningln compartimiento, con la
puerta que comunica ambos compartimien-
tos cerrados. No se le inyectd clonazepam
a la rata ayudante. Se procedio a colocar
ambas ratas (encerrada y ayudante) cada
una en sus respectivos compartimientos.
Se calculo el tiempo en que la rata ayudante
abrio la puerta a la rata encerrada desde el
momento en que la rata encerrada tocaba el
suelo de la caja.

Se dejo a cada pareja de ratas durante un
plazo maximo de 300 segundos. Transcurri-
do este tiempo, se devolvieron a las ratas a
sus respectivas jaulas. No se entregd nin-
gun premio posterior al experimento.

Pruebas de control (3 dias): Después de
las sesiones de experimentos se realizaron
tres pruebas de control a las ratas ayudan-
tes que se encontraban frente a ratas estre-
sadas con agua (experimentos 1y 2), sin la
presencia de estas, frente a las siguientes
situaciones: piscina con agua, piscina sin
agua v piscina sin agua con muneco (roe-
dor de peluche). Se realizaron los mismos
procedimientos que para la experimenta-
cion, pero sin colocar a la rata estresada o
encerrada, segln correspondia al experi-
mento. La prueba con el muneco consistio
en colocar a un muneco de rata en el com-
partimiento cerrado. Cada sesion fue lleva-
da a cabo durante 300 segundos. Las ratas
fueron expuestas a las pruebas en el mismo
orden (piscina con agua — piscina sin agua
— Con muneco).

Analisis estadisticos

Para procesar los resultados, se utilizo el
EthoWatcher®, el programa Microsoft Excel
2016 v el programa de Analisis Estadistico
IBM SPSS Statistics Base. v23 con licencia
para el analisis estadistico de los datos. Los
datos descriptivos se presentan en forma
de media, desviacion estandar, porcentajes
relativos, e histogramas. Se utilizo la prueba
T de Student para medias independientes,
se considerd p<0,05 como significativo para
la interpretacion de los resultados.

Asuntos éticos

Lasaludy el bienestar de los animales fue-
ron consideraciones primordiales. Se toma-
ron medidas para garantizar que el ambien-
te y el manejo fueran los adecuados para la
especie y que contribuyeran al bienestar de
los animales. Se introdujeron métodos que
permitieran disminuir el sufrimiento y el do-
lor en el caso de ser necesarios, para de esta
forma evitar todo sufrimiento fisico o psi-
quico inatil. El estudio fue aprobado por los
doctores docentes de la Catedra de Fisiopa-
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Tabla 1. Apertura de puerta (Experimento 1)

Frecuencia (%) % valido

Validos Abre la puerta 4 (8,3) 9,5

No abre la puerta 38(79,2) 90,5

Total 42 (87,5) 100,0
Perdidos Rata estresada abre 4(8,3)

Sesiones no realizadas 2(4,2)

Total 6(12,5)
Total de ocasiones 48

tologia de la Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad Nacional de Asuncion.

RESULTADOS

Experimento 1 (Ratas mojadas (n=4) y ratas
ayudantes tratadas con clonazepam (n=4)).

Se registro que en 38 ocasiones (90,5 %, so-
bre el total de las sesiones validas) las ratas
ayudantes no abrieron la puerta a su par en
el area de piscina. Se consideraron valores
perdidos las sesiones donde las ratas es-
tresadas abrian la puerta por sus propios
medios, sin la ayuda de su companera en el
area seca [4 ocasiones (8,3 %)] (Tabla 1).

En cuanto al tiempo de latencia de apertura
nos dio una media de 35,71+35,97 s, es-
tableciéndose la mayoria de estos tiempos
dentro del primer cuarto (75 segundos) de
los 300 segundos que duraban las sesiones.

Experimento 2 (Ratas mojadas (n=4) y ratas
ayudantes sin tratamiento con clonazepam
(n=4)).

Se registro que en 24 ocasiones (64,9 %, so-
bre el total de las sesiones validas) ayudaron
a su par de la zona con agua. Se considera-
ron valores perdidos las sesiones donde las
ratas estresadas abrian la puerta por sus
propios medios, sin la ayuda de su compa-

Tabla 2. Apertura de puerta (Experimento 2)

Frecuencia (%) % valido
Validos Abre la puerta 24 (50,0) 64,9
No abre la puerta 13(27,1) 35,1
Total 37(77.1) 100,0
Perdidos Rata ayudada abre 11(22,9)
Total de ocasiones 48(100,0)
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Tabla 3. Apertura de puerta (Experimento 3)

Frecuencia (%) % valido
Validos Abre la puerta 24 (50,0) 51,1
No abre la puerta 23(47,9) 489
Total 47(97,9) 100,0
Perdidos Sesion no realizada 1(2,1)
Total de ocasiones 48(100,0)

nera en el area seca [11 ocasiones (22,9 %)]
(Tabla 2).

La latencia de apertura de la puerta por par-
te de larata ayudante fue de 45,25+40,11s,
estableciéndose la mayoria de estos tiem-
pos dentro del primer cuarto (75 segundos)
de los 300 segundos que duraban las sesio-
nes.

Experimento 3 (Ratas encerradas (n=4) v
ratas ayudantes sin tratamiento con clo-
nazepam (n=4)).

Con respecto a la apertura de puertas, por
parte de la rata ayudante a la rata encerra-
da, se registro que en 24 ocasiones (51,1 %,
sobre el total de las sesiones validas) ayu-
daron a su par de la zona sin agua, ningu-
na rata encerrada demostro intenciones de
abrir la puerta por su propia cuenta (Tabla 3).
Respecto con el tiempo de latencia de aper-
tura de la puerta por parte de la rata ayu-
dante. Presenta una media de latencia de
apertura de 31,83+41,68 s, estableciéndo-
se la mayoria de estos tiempos dentro del
primer cuarto (75 segundos) de los 300 se-
gundos que duraban las sesiones.

Comparacion entre grupos

Se realizd, mediante una prueba T de Stu-
dent para muestras independientes, una
comparacion de las medias de las latencias

de apertura de los grupos. Para la relacion
de los experimentos 1 vy 2, la comparacion
dio una media de 65,88+62,44 s dentro de
los primeros 150 segundos de la sesion y
un valor de media de 0+0 s para los Ultimos
150 s, que nos indica que gran parte de las
aperturas de puerta sucedid durante la pri-
mera mitad de las sesiones.

Para la relacion de los experimentos 1y 3
dio una media de 22.99+11.37 s dentro de
los primeros 150 s y también se observd
una media de 0+0 s durante la segunda mi-
tad de las sesiones, lo que nos indica que en
comparacion la mayor parte de las apertu-
ras sucedio durante la primera mitad de las
sesiones de los experimentos.

Sesiones de control

Luego de las sesiones de experimento se
procedid a la realizacion de 3 pruebas de
control: 1) control de piscina con agua tuvo
una media de 3000 s de tiempo de perma-
nencia en el area secay 0+0 s de tiempo de
permanencia en el area de piscina; 2) en el
control de piscina sin agua 281,91+11,95 s
de tiempo de permanencia en el area secay
18,09+49,95 sde tiempo de permanenciaen
el area de piscina; 3) se colocaba un mune-
co donde las medias son de 297,67+11.44
s en el area secay 2,33+11,44 s en el area
de piscina.
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Evaluando la frecuencia de apertura
se puede observar que la mayoria de las ve-
ces (8 aperturas de puerta, frente a 21 ve-
ces sin abrir) las ratas no demostraban un
interés en particular Gnicamente por el es-
timulo de querer abrir la puerta, dando una
relacion de aproximadamente (3:1).

DISCUSION

En este estudio se demostro que la libe-
racion del companero estresado requiere un
procesamiento afectivo que puede ser blo-
queado por una benzodiacepina (clonaze-
pam). VViendo que un mayor porcentaje de
ratas sin tratamiento libera a su compane-
ro, en comparacion que las ratas tratadas,
podemos decir que el clonazepam afecta el
procesamiento afectivo y social que apa-
rentemente motiva a la rata a ayudar a su
congeénere.

En estudios recientes ya se ha demos-
trado que las ratas pueden llevar a cabo
comportamientos sociales, incluyendo el
comportamiento de ayuda (11, 12, 15). Dos
grupos han logrado establecer conductas
prosociales, asi como lo demostraron en los
trabajos de Ben-Ami et al. y Sato et al., en
cambio la rata tratada se mostra indiferente
ante la situacion de estrés de su compane-
ra, como en el trabajo de Ben-Ami.

Durante el experimento 1, se presentaron
inconvenientes en dos dias que ocasionaron
la cesacion de dichas sesiones; el dia 6, la
aguja de la jeringa con la que se aplicaba el
clonazepam termind soltandose antes de
culminar la aplicacion del farmaco, y el dia
10, no se le inyecto el clonazepam a la rata
ayudante pues mostraba una coloracion os-
cura inusual en su orina. Se suspendieron
las sesiones de esos dias para evitar posi-
bles lesiones o afecciones a la salud de las
ratas, ademas, se quiso evitar que agen-
tes estresantes ajenos a los experimentos
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afecten, como variables no establecidas, los
resultados idoneamente obtenidos.

Durante el experimento 3, el dia 12, una
de las ratas ayudantes continuamente abria
la puerta antes de colocar a la rata encerra-
da en el compartimiento opuesto; se tratd
de repetir la sesion varias veces ese mismo
dia, vy el dia posterior, pero esta rata conti-
nuamente abria la puerta antes de colocar a
la rata encerrada por lo que se decidio sus-
pender la sesion.

Se pudo observar resultados similares a
los vistos en los trabajos de Ben-Ami et al.
(17) y Sato et al. (23), los cuales fueron los
trabajos sobre los cuales se fundamenta-
ron estas sesiones de experimentacion, asi
como la aplicacion de los procedimientos
que se realizaron.

Con los resultados obtenidos en las distin-
tas sesiones de experimentacion, se pudo
observar que las ratas tratadas con clo-
nazepam tienen menor interés en abrirle la
puerta a su companera estresada, evaluan-
do la frecuencia de apertura de la puerta, en
comparacion con los grupos no tratados, sin
poder ver una diferencia significativa res-
pecto a la latencia de apertura de la puerta.
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