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Resumen.

El vinculo de pareja tiene un papel esencial en la salud humana, debido a que permite a los
individuos sobrellevar situaciones estresantes, reducir estados de animo negativos y atenuar
ciertas patologias. Por el otro lado, la disolucién del vinculo puede inducir alteraciones en la
salud fisica y mental de los individuos. Ademas, es comin observar en personas que padecen
ciertos trastornos neuropsiquiatricos una baja capacidad para formar y mantener el vinculo de
pareja. El estudio de las caracteristicas biologicas del vinculo de pareja requiere de animales
modelo, como el topillo de la pradera (Microtus ochrogaster), cuya conducta afiliativa es en
cierta medida similar a la humana.

La conducta afiliativa de la formacién del vinculo de pareja en el topillo de la pradera ha sido
estudiada con detalle; sin embargo, los métodos de analisis conductual requieren de grandes
periodos de observacion y no aportan informacion sobre la expresion de conductas no
afiliativas que también son parte del repertorio conductual de esta especie. Tampoco se ha
caracterizado el patron conductual de topillos macho enganchados en un vinculo de pareja
duradero; ni se ha propuesto al topillo de la pradera como un modelo animal de los sintomas
de la esquizofrenia para de una manera ventajosa mimetizar la baja capacidad para formar
pareja observada en la esquizofrenia.

Por lo tanto, en el presente estudio se propone: 1) validar una nueva metodologia para analizar
la conducta afiliativa y no afiliativa del topillo de la pradera durante la prueba de preferencia;
2) caracterizar el patron conductual desplegado, durante la prueba de preferencia, por machos
provenientes de vinculos duraderos; y 3) determinar si el antagonismo cronico del receptor
NMDA inducira alteraciones persistentes en la conducta afiliativa del topillo de la pradera
macho; las cuales mimeticen alteraciones psicosociales de la esquizofrenia.

En el primer experimento, para caracterizar el patron conductual de un grupo de machos (n =
10) que han cohabitado por mas de un mes con una hembra, registramos las conductas
desplegadas por los machos durante la prueba de preferencia. Cada prueba tiene una duracion
de 3 horas y evalua la eleccion social de cada individuo focal (el macho) en relacion con la
familiaridad de dos individuos estimulo (la hembra de la pareja y otra desconocida). Para
evaluar esta eleccion, el método de muestreo continuo, previamente validado, cuantificd la

duracion del tiempo en contacto lado a lado (CLaL) que permanecio el macho con cada



hembra a lo largo de las 3 horas de prueba. Mientras que el método de muestreo instantaneo,
cuantificé en 30 observaciones de la ultima hora de prueba las conductas afiliativas, incluido
el CLaL, y no afiliativas desplegadas por cada macho a cada hembra. En el segundo
experimento, tratamos a un grupo de machos adultos (n = 10) con MK-801 (un antagonista del
receptor NMDA que en roedores induce alteraciones asociadas a la esquizofrenia) en una dosis
diaria de 0.2mg/kg durante 7 dias. Mientras, que el grupo control o salina (n = 8) recibié un
tratamiento con solucién salina (0.9% NaCl) en un volumen equivalente. Después de 18 dias
cada uno de los topillos de ambos grupos fue aparejado con una hembra receptiva y 24 horas
después evaluamos la formacion del vinculo de pareja en la prueba de preferencia por medio
del método de muestreo instantaneo.

Los resultados muestran que los machos desplegaron preferencialmente con la pareja una
mayor duracién o un numero mayor de conductas afiliativas, mientras que a las hembras
desconocidas les asignaron una menor duracion de conductas afiliativas y/o un mayor nimero
de conductas no afiliativas. En el segundo experimento se observo que los machos tratados
salina, pero no los tratados con MK-801, asignaron de manera diferencial la conducta
afiliativa y no afiliativa en relacion con la familiaridad de la hembra. Este resultado implica
que el antagonismo crénico del receptor NMDA indujo de manera persistente y selectiva
alteraciones en la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho.

Por lo tanto, es posible sugerir: a) nuestra propuesta metodoldgica complementa el registro de
la conducta afiliativa durante la prueba de preferencia en un menor tiempo que el método
previamente validado y que quizé represente con mas veracidad la intrincada naturaleza de las
interacciones sociales que toman lugar durante esta prueba; b) las conductas afiliativas como
el CLaL vy la preferencia de pareja indican no solo la formacion del vinculo de pareja de larga
duracion, sino también el mantenimiento y/o reforzamiento del mismo; y c) las alteraciones en
la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho inducidas al antagonizar crénicamente el
receptor NMDA guardan cierta relacion con la baja capacidad para formar pareja observada en
pacientes con esquizofrenia; por lo tanto este estudio podria representar el primer paso para

validar un nuevo modelo de los sintomas de la esquizofrenia en el topillo de la pradera.
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1. Introduccion.

1.1. El papel de la conducta afiliativa en la salud animal.

Para los mamiferos adultos, incluido el ser humano, las conductas agresivas, sexuales y
afiliativas son cruciales para su supervivencia y reproduccion (Lukas y Jong 2015). La
conducta afiliativa representa todas aquellas conductas que fomentan el desarrollo y
mantenimiento de las relaciones sociales (o vinculos) de caracter positivo y larga duracion;
estos vinculos pueden ser formados entre miembros de una familia (ej. madre-hijo), pares de
individuos del mismo sexo (comparfieros) o conespecificos del sexo opuesto (pareja socio-
sexual) (Lim y Young 2006; Stoesz y cols. 2013; Lieberwirth y Wang 2016; Numan y Young
2016). Mdltiples lineas de evidencia han mostrado cdmo los vinculos afiliativos impactan la
fisiologia y psicologia de los organismos, debido a que se ha observado que estos vinculos
permiten a los individuos sobrellevar situaciones estresantes, reducir estados emocionales
negativos (ej. ansiedad), atenuar ciertas patologias (ej. cardiovasculares), reducir el abuso de
drogas en humanos e incrementar la adecuacion al favorecer la cooperacion grupal, en
poblaciones de animales silvestres (Kiecolt-Glaser 1987; Kiecolt-Glaser y Newton 2001;
Robles y Kiecolt-Glaser 2003; Bartz y Hollander 2006; Coan y Sbarra 2015; Lieberwirth y
Wang 2016; Bales y cols. 2017).

El vinculo de pareja se define como la unién diadica entre individuos adultos del sexo
opuesto; la pareja es distinguida —de otras y otros conespecificos- por el despliegue de una
serie de conductas afiliativas (Gangestad y Simpson 2000; Eastwick 2013; Stoesz y cols.
2013; Bales y cols. 2017). La conducta afiliativa de un vinculo de pareja incluye el
“acurrucamiento”, el acicalamiento mutuo, el compartir comida, el apoyo de coalicion (ej.
caceria coordinada, quizas construccion del nido y division de tareas), la defensa coordinada
de los recursos y la jerarquia social, la proximidad espacial, la preferencia de copula, el
cuidado biparental de la progenie, la vigilancia, proteccion y defensa del nido y los neonatos
(ver Stoesz y cols. 2013).

En humanos, el vinculo de pareja socio-sexual tiene un significado funcional que se ha

documentado en diferentes culturas debido a su importancia en promover la estabilidad social,



la salud fisica y mental de los individuos que conforman a la pareja pero también de su
descendencia (Gangestad y Simpson 2000; Young y cols. 2011). El vinculo de pareja genera
en los individuos un estado de pertenencia o conexion social el cual los “protege” de los
efectos negativos de la soledad, la ansiedad y la depresion (Lee y Robbins 1998; Williams y
Galliher 2006). De hecho, los individuos que forman parte de un vinculo de pareja estable
viven mas tiempo en comparacion con individuos solteros (Lillard y Waite 1995) y muestran
un buen funcionamiento del sistema inmune y cardiovascular (Waltz y cols. 1991).

Por otro lado, la disolucion del vinculo de pareja tiene efectos profundos en la psico-fisiologia
humana (Bartz y Hollander 2006), debido a que este proceso promueve la aparicion de estados
psicoldgicos negativos como la depresion (Kiecolt-Glaser y Newton 2001; Robles y Kiecolt-
Glaser 2003); ademas impacta la salud fisica de los individuos pues se ha asociado que los
conflictos y la tensién prolongada en una relacion inducen multiples alteraciones en la funcién
inmune (Kiecolt-Glaser y Newton 2001).

Adicionalmente, la baja capacidad para formar o mantener un vinculo de pareja es una
caracteristica comun en diferentes trastornos neuropsiquiatricos como el autismo, la fobia
social, el trastorno obsesivo-compulsivo, el trastorno de estrés post-traumatico, el trastorno de
la personalidad limitrofe y la esquizofrenia (American Psychiatric Association 2000; Volkmar
2001; Bartz y Hollander 2006; Lim y Young 2006). Entonces, tomando en consideracion toda
la evidencia anterior, la identificacion de los factores biolégicos que permiten la formacion y
mantenimiento del vinculo de pareja en diferentes especies animales puede ampliar nuestro
conocimiento sobre las implicaciones de estos fendmenos en la fisiologia y psicopatologia

humana.

1.2. Implicaciones en el estudio de la conducta afiliativa de algunos mamiferos.

Para estudiar la conducta afiliativa se requiere de un enfoque comparativo, puesto que solo
ciertas caracteristicas (principalmente psicol6gicas) pueden analizarse directamente en el
humano. Ademas, la investigacion en humanos tiene limitantes éticas importantes (McNeill
1993). Por lo tanto, para entender los mecanismos biolégicos que subyacen este tipo de

conductas se utilizan otras alternativas, debido a que su identificacion requiere el uso de



metodologias invasivas (ej. Bales y cols. 2017). Las alternativas para experimentacion
incluyen animales no humanos en los cuales se gana la posibilidad de realizar metodologias
experimentales “duras” pero se pierde la posibilidad de estudiar el fendmeno directo de la
fuente (van der Staay 2006). Entonces, para realizar las extrapolaciones congruentes con el
humano se deben considerar que los animales de estudio compartan con este ciertas
caracteristicas conductuales, neurobiol6gicas, genéticas, etcétera (van der Staay 2006;
Hoffman 2015; Lukas y Jong 2015).

El estudio comparativo de la conducta afiliativa tiene diferentes implicaciones, la primera de
ellas es que no cualquier especie animal puede ser utilizada en la experimentacion, debido a
una serie de razones que directa o indirectamente complican su uso. Entre ellas se encuentra el
tamano del animal, la edad reproductiva o necesaria para ser admitido en el estudio, el periodo
de la gestacion, el acceso al que se tiene a la especie, las condiciones necesarias para su
alojamiento, y el hecho que ciertas especies se encuentran en peligro de extincion (National
Research Council, 1988). Entonces, se recurre a especies de un tamafo pequefio, de periodos
de gestacion cortos, con multiples descendientes por periodo reproductivo y de preferencia
que se adapten al cautiverio —en laboratorios, para reducir y/o controlar el nimero de factores
que influyan en la expresién de los rasgos de estudio- (Lossi y cols. 2016). Actualmente, se
utilizan en la experimentacion a representantes de cada taxdn animal, entre ellos los peces (ej.
pez zebra), las aves (ej. la gallina), anfibios (ej. ranas del género Xenopus) pero principalmente
mamiferos como los lagomorfos (ej. el conejo), el perro, el gato, los primates y principalmente
los roedores (ej. el hamster, el cuyo, la rata y el raton) aunque siempre que sea posible se
sugiere utilizar taxones de organismos “menos complejos” (National Research Council 2010;
Doke y Dhawale 2015; Lossi y cols. 2016).

Una segunda implicacion radica en delimitar el fendmeno de estudio en el humano para poder
ser extrapolado en un animal. Aunque las especies comunmente utilizadas en el laboratorio
son muy adecuadas para su alojamiento y manipulacion experimental, lo cierto es que estas
pocas especies no proveen las “contrapartes” adecuadas de todos los aspectos del fenotipo
humano (Phelps y cols. 2010). De hecho, ninguna otra especie animal despliega de manera
completa las mismas caracteristicas humanas que buscamos estudiar; por lo tanto, se utiliza

una especie en el entendido de representar uno o una parcialidad del rasgo para su estudio



(Phelps y cols. 2010; Hoffman 2015; Lukas y Jong 2015). Sin embargo, suele restringirse al
empleo de ciertas especies animales, sin considerar otras quizd mas “exodticas” que
complementen la investigacion preclinica (Aragona y Wang 2004; Phelps y cols. 2010). Por
ejemplo, las alteraciones en la conducta afiliativa que permiten formar un vinculo de pareja
comunes en muchos trastornos neuropsiquiatricos (American Psychiatric Association 2000;
Bartz y Hollander 2006) son dificiles de mimetizar completamente en la rata o el raton
(posiblemente las especies mas utilizadas en la investigacion preclinica) debido a que no
forman parte de su repertorio conductual “natural” (ej. Berry y cols. 2018; ver Phelps y cols.
2010; Lukas y Jong 2015). Una alternativa apropiada seria utilizar una especie del mismo
grupo taxonomico que la rata y el raton (para generalizar facilmente el conocimiento y
técnicas genéticas, moleculares y neurobioldgicas) que exhiba en su repertorio social
conductas afiliativas propias de un vinculo de pareja, como el topillo de la pradera (Aragona y
Wang 2004; Phelps y cols. 2010). El topillo de la pradera es un animal modelo adecuado para
entender los mecanismos de la conducta afiliativa (Young y Wang 2004; McGraw y Young
2010; Young y cols. 2011; Lieberwirth y Wang 2016) desde una perspectiva ecoldgica y
evolutiva (que no es comunmente considerada en otros animales de laboratorio) que implica la
funcién adaptativa de la variacion natural en el cerebro y la conducta (Phelps y cols. 2010).
Una tercera implicacion, es qué tan adecuadamente se mimetiza el fendmeno de interés en el
animal de laboratorio comparado con el humano. Es decir, en el caso de la conducta afiliativa,
esta debera ser un componente —relativamente- estable del fenotipo del sujeto; y no tanto un
estado el cual solo se manifiesta en el tiempo que es artificialmente inducido y muestra una
variacion a lo largo del tiempo (Hoffman 2015). Esta implicacion es entendida dentro de la
investigacion preclinica de trastornos neuropsiquiétricos como la eleccion de un animal
modelo en lugar de desarrollar un modelo animal. Lo cual es importante considerar ya que en
el modelo animal se replica de manera artificial el fendmeno para su estudio y el animal
modelo refiere a un sujeto animal con ciertas caracteristicas (accesibilidad genética,
neurobioldgica, conductual) que permiten identificar, seguir o acceder facilmente al fenémeno
de estudio (Hoffman 2015).

Emplear animales modelo tiene una implicacion (la cuarta) sobre el estudio puntual de la

conducta afiliativa, pues considera la historia evolutiva y ecologia de la especie. Por lo tanto,



los rasgos (o fendbmeno de estudio) deben ser producto de las presiones de seleccién que han
favorecido el incremento de su adecuacion y éxito reproductivo (Phelps y cols. 2010;
Robinson 2015; Ophir 2017). Considerar el origen evolutivo y ecoldgico de un rasgo no es
comun en el laboratorio, pues muchos de los rasgos (bajos niveles de agresividad) que se
observan en la rata de laboratorio han sido derivados de procesos de seleccion artificial (ver
Lukas y Jong 2015).

Ademas, se debe estar seguro de que la conducta de estudio (que representa la variable
dependiente a ser cuantificada) sea parte del repertorio “natural” de la especie y no un sub-
producto o artefacto de la vida en cautiverio. En nuestro caso, la conducta afiliativa del
vinculo de pareja se ha reportado en el topillo de la pradera en condiciones naturales, semi-
naturales y de laboratorio (Young y Wang 2004; McGraw y Young 2010; Phelps y cols. 2010;
Young y cols. 2011; Robinson 2015; Lieberwirth y Wang 2016; Ophir 2017) y no como un
sub-producto del cautiverio como se observa en otras especies de roedores (como el “singing
mice”, Scotinomys xerampelinus) que adoptan la “monogamia forzada” en condiciones de
laboratorio (Blondel 2006).

1.3. El topillo de la pradera un animal modelo para estudiar la conducta afiliativa.

El topillo de la pradera (Microtus ochrogaster) es un roedor de talla pequena (= 40 g) que se
distribuye en América del Norte (Canada y Estados Unidos) en ecosistemas como la pradera o
los pastizales (Tamarin 1985). Los topillos de la pradera se han adaptado a fuentes de alimento
con escaso valor calorico y poca agua disponible que caracterizan estos ecosistemas; suelen
excavar madrigueras subterraneas poco profundas donde habitan y se desplazan en pasadizos o
“corredores” que forman y mantienen despejados entre la vegetacion (Birney y cols. 1976;
Getz 1978; Thomas y Birney 1979).

En esta especie, el periodo de gestacion dura aproximadamente 21 dias, después de este
tiempo nacen entre 3 y 5 crios que presentan caracteristicas altriciales (ej. incapacidad de auto-
regular su temperatura corporal, ausencia de pelo e inmadurez en sus sistemas sensoriales y
motrices) (Thomas y Birney 1979; Gonzalez-Mariscal y Poindron 2002; Wolff y Dunlap

2002). Posterior al parto, los recién nacidos permanecen en el nido hasta desarrollarse por



completo; durante este tiempo reciben cuidados maternales, paternales y aloparentales en
unidades de crianza conformadas por: i) maltiples hembras con su descendencia pero sin
machos que brinden cuidados; ii) una pareja macho-hembra con diferentes generaciones de
descendientes; iii) grupos de crianza comunal que comprenden multiples parejas de macho-
hembra con diferentes generaciones de sus descendientes y adultos no emparentados que a
menudo brindan cuidados aloparentales (Thomas y Birney 1979; Getz y cols. 1993; McGuaire
y Getz 1995; Getz y Carter 1996; McGuire y cols. 2013).

Entre los 45 y 55 dias post-nacimiento (DPN), los individuos alcanzan la madurez sexual lo
cual se asocia a que los individuos abandonen el nido y se dispersen (Getz y cols. 1993,
McGuire y cols. 1993; Mateo y cols. 1994; McGuire y cols. 2013; Prounis y cols. 2015); pero
la mayoria (70-75 %) no lo hace y se convierte en miembros cooperativos de la pareja de
progenitores y proporcionan cuidado aloparental a sus hermanos menores (Getz y Hoffman
1986; Carter y Getz 1993; Getz y cols. 1993). En esta etapa ocurre un cambio importante en
las necesidades de los organismos, pues con la madurez sexual se abandona esa vulnerabilidad
de etapas anteriores y ahora los organismos deberan competir con otros conespecificos por
hacerse de recursos (comida, territorios, pareja) que incrementen su adecuaciéon (Shapiro e
Insel 1990; Nelson y cols. 2013; McGuire y cols. 2013; Kelly y cols. 2018). Los topillos de la
pradera que “deciden” dispersarse deberan adecuar su conducta para “hacer lo que los adultos
de su especie”, esto implica establecer su propio territorio, defender el nido y/o la pareja, asi
como cuidar de la progenie (Getz y cols. 1993; McGuire y cols. 1993; Mateo y cols. 1994;
McGuire y cols. 2013; Prounis y cols. 2015; Ophir 2017; Kelly y cols. 2018).

La defensa del nido y la pareja, el cuidado biparental, la proximidad espacial y el contacto
fisico por parte de una pareja de individuos del sexo opuesto son algunas conductas afiliativas
que caracterizan a las especies mondgamas (Kleiman 1977; Clutton-Brock 1989). El topillo de
la pradera es una de las pocas especies de mamiferos (Kleiman 1977) que encaja en la
definicion de una especie monogama (Aragona y Wang 2004; Perkeybile y Bales 2017).
Ademas, pertenece al genero Microtus que tiene la bondad de adaptarse muy bien a las
condiciones de laboratorio sin “perder” su repertorio social que se observa en la naturaleza
(Ranson 1934; Aragona y Wang 2004). Entonces, debido a estas caracteristicas y su compleja

vida social a lo largo de su vida (McGuire y Novak 1984; Getz y cols. 1993; McGuaire y Getz



1995; Getz y Carter 1996; Aragona y cols. 2006; Gobrogge y Wang 2016), el topillo de la
pradera se considera un animal modelo para estudiar la conducta social compleja como la
formacion del vinculo de pareja (Aragona y Wang 2004; Young y Wang 2004; McGraw y
Young 2010; Young y cols. 2011; Lieberwirth y Wang 2016).

La monogamia puede ser definida como un sistema de cOpula, un sistema genético o un
sistema social caracterizado por una unidad compuesta por una hembra-un macho y su
descendencia (Kleiman 1977; Perkeybile y Bales 2017). Los sistemas o tacticas de copula
representan el arreglo social de todos o una parte de los individuos de una poblacién o una
especie (Oliveira y cols. 2008; Ophir 2017). En relacién con el numero de parejas
reproductivas que tienen los machos o las hembras de una determinada poblacion o especie se
describen la monogamia, su “contraparte”, la promiscuidad o poligamia (multiples machos-
maultiples hembras) poliandria (una hembra-multiples machos) y la poliginia (un macho-
maltiples hembras) (Ophir 2017).

El sistema mon6gamo puede ser social 0 genético, el topillo de la pradera “opta” por la
monogamia social la cual implica la existencia de un vinculo de pareja y una tendencia —pero
no un encasillamiento estricto- a la exclusividad o fidelidad sexual (Carter y Getz 1993; Ophir
y cols. 2008; McGraw y Young 2010; McGuire y cols. 2013; Blocker y Ophir 2016; Ophir
2017). Comunmente la monogamia suele entenderse como su variante sexual, donde los
individuos de la pareja copulan entre ellos de manera exclusiva y por ende todos los crios son
sus descendientes (Clutton-Brock 1989; Carter y Getz 1993; Ophir y cols. 2008; McGraw y
Young 2010; Ophir 2017). Sin embargo, es importante considerar que la formacion de un
vinculo de pareja y la copula no son conceptos intercambiables y el hecho que exista un
vinculo entre dos individuos del sexo opuesto no los imposibilita a copular con otros
individuos fuera de la pareja (Blocker y Ophir 2016).

Aunqgue no se ha clarificado como el encasillamiento con una sola pareja sexual supondria una
ventaja para incrementar el éxito reproductivo de ciertos individuos, quizés el arreglo social
monogamo sea favorecido en determinados contextos (Aragona y Wang 2004; Blocker y
Ophir 2016; Ophir 2017). Por ejemplo, el cuidado biparental caracteristico del sistema
monogamo resultaria muy Gtil en un territorio con un recurso(s) amenazante / valioso el cual

requiere los esfuerzos constantes de la pareja para hacerle frente / utilizarlo, o bien en un



ambiente fisico riguroso que “exige” una inversion adicional en los cuidados parentales
(Kleiman 1977; Clutton-Brock 1989; Aragona y Wang 2004; Young y cols. 2011; Blocker y
Ophir 2016; Ophir 2017). Este tipo de presiones ambientales y de seleccion pueden explicar el
origen de la conducta afiliativa y el vinculo de pareja observado en esta especie (Silk 2007);
pero también de los elementos neurobiolGgicos que son necesarios para su expresion (Young y
cols. 2011).

1.4. La conducta afiliativa del topillo de la pradera en la etapa adulta.

En la etapa adulta, el topillo de la pradera despliega una serie de conductas afiliativas
asociadas a la monogamia social; estas pueden relacionarse directamente con la reproduccién
(la proximidad o afiliacion selectiva entre los miembros de la pareja, el copular exclusiva o
preferentemente con la pareja y el cuidado biparental de la progenie) o con la delimitacion del
territorio y defensa de la pareja (la agresividad selectiva) (Kleiman 1977; Young y cols. 2011;
Ophir 2017; Perkeybile y Bales 2017). La agresividad selectiva, el cuidado biparental y la
preferencia de pareja han sido estudiados en poblaciones silvestres, en condiciones semi-
naturales o de laboratorio (Getz y cols. 1993; McGuire y cols. 1993; Mateo y cols. 1994;
Ophir y cols. 2007; Ophir y cols. 2008; McGuire y cols. 2013; Ophir 2017; Kelly y cols.
2018); en trabajos de laboratorio suele conocérseles como indicadores conductuales del
vinculo de pareja (Aragona y Wang 2004; Lim y Young 2006; McGraw y Young 2010;
Young y cols. 2011; Lieberwirth y Wang 2014, 2016).

La expresion de estos indicadores es determinada por diferentes eventos —principalmente de
caracter reproductivo- que permiten la persistencia del vinculo de pareja; es decir, la expresién
de una determinada conducta facilita la formacion, el establecimiento y el mantenimiento del
vinculo de pareja con lo cual se promueve el cardcter duradero del vinculo. En una manera
secuencial, la preferencia de pareja es la primera en tomar lugar, pues se observa poco después
de las primeras interacciones de los individuos que conforman la pareja; especificamente se ha
observado después de 24 horas en machos (Aragona y cols. 2003; Lim y Young 2004;
Aragona y Wang 2004, 2009), aunque en hembras basta con un periodo de 6 horas (Williams
y cols. 1992).



La preferencia de pareja es facilitada por la copula (Williams y cols. 1992) y, de manera
sexualmente dimorfica, puede ser favorecida en machos e inhibida en hembras por la
administracion exdgena de corticosterona (DeVries y cols. 1995, 1996). Ademas, la
preferencia de pareja puede presentarse aun en ausencia de copula (Aragona y Wang 2004);
por ejemplo, en hembras cuando se extiende la cohabitacion con un macho de 24 a 48 horas
(Williams y cols. 1992). Por lo tanto, se puede sugerir que la preferencia de pareja es necesaria
para la formacion del vinculo de pareja, pero no es suficiente para su mantenimiento a largo
plazo; entonces, el topillo de la pradera despliega las otras dos conductas afiliativas que
aseguran en cierta medida la persistencia del vinculo y del sistema de cdépula mondgamo.

El segundo indicador, la agresividad selectiva, es expresado después de la copula; pues se ha
reportado que Unicamente los machos que han copulado (y no solo los que han cohabitado, sin
copular) con la hembra de su pareja por 24 horas muestran un incremento en la agresividad
dirigida a un macho o una hembra intrusos (Wang y cols. 1997). De hecho, la agresividad
selectiva se intensifica después de un periodo de cohabitacion mas prolongado (14 dias),
donde se asume que la gestacion esta avanzada (Gobrogge y cols. 2007). Por lo tanto, la
expresion de esta conducta se asocia con procesos que aseguran la estabilidad del vinculo
inicialmente formado (Aragona y cols. 2006); dado que esta conducta anti-social tiene la
“finalidad" de promover activamente la defensa de la pareja, el nido y/o el territorio (Aragona
y cols. 2006; Aragona y Wang 2004, 2009; Gobrogge y cols. 2007; Gobrogge y Wang 2011,
2016).

Finalmente, conforme el periodo de gestacidn esta por terminar y el parto se aproxima tiene
lugar la expresion del tercer indicador del vinculo de pareja, el cuidado biparental (Solomon
1993; Young y cols. 2011; Gobrogge y Wang 2016; Lieberwirth y Wang 2016). El topillo de
la pradera es una de las pocas especies de mamiferos donde los dos progenitores invierten la
misma cantidad de cuidados parentales (Kleiman 1977; Clutton-Brock 1989), es decir el
cuidado de la progenie es biparental (ver Gonzalez-Mariscal y Poindron 2002). La expresion
de este indicador parece estar mas relacionada a los procesos de mantenimiento de largo plazo
del vinculo de pareja (Gobrogge y Wang 2016; Lieberwirth y Wang 2016; Numan y Young
2016).



Aunqgue se asume que el topillo de la pradera como especie es socialmente mondgama, lo
cierto es que no todos los individuos adultos se enganchan en este sistema de cépula. De
hecho, se ha documentado que entre un 60 y un 75 % de los individuos son “residentes”, esto
significa que adoptaron la monogamia social, lo cual implica formar un vinculo con su pareja,
defender un nido y conjuntamente cuidar de la progenie (Thomas y Birney 1979; Getz y cols.
1993; Salomon 1993; Salomon y Jacquot 2002; Ophir 2017). Pero el porcentaje restante de
topillos (= 25 - 40 %) son conocidos como “deambuladores” los cuales prefieren copular de
manera promiscua, tienen un rango hogarefio mas grande que los residentes y no son
territoriales (Getz y cols. 1993; Salomon y Jacquot 2002; Ophir y cols. 2008; McGuire y Getz
2010; McGuire y cols. 2013; Ophir 2017). Este fendmeno limita el asumir que un individuo es
socialmente mondgamo solo por pertenecer a esta especie, pues podria ser también un
individuo deambulador que ha adoptado la promiscuidad.

La variabilidad natural en el comportamiento de los individuos de una misma especie refleja
que, aunque la “adopcion” de un sistema de cOpula es una propiedad emergente de las
poblaciones y las especies; tiene su origen en las multiples elecciones de caracter reproductivo
de cada individuo (Oliveira y cols. 2008; Ophir 2017). Entonces, es posible que dentro de una
misma especie 0 poblacion cierto grupo de individuos opten por un sistema de copula,
mientras que el resto de la poblacién adopte otro, incluso opuesto (Ophir y cols. 2008; Blocker
y Ophir 2016). A este fendmeno se le conoce como flexibilidad social (Schradin y Pillay 2005;
Snell-Rood 2013), la cual es una forma de plasticidad fenotipica (Ostfeld 1990; Blondel 2006;
Snell-Rood 2013). Y tendria una razon muy logica de persistir en la naturaleza si
consideramos que la flexibilidad social puede ser influenciada por restricciones ecolégicas
como la abundancia y distribucion de los recursos, la presion de depredacion y la densidad
poblacional (Luque-Larena y cols. 2004; Blondel 2006; Snell-Rood 2013). Por lo tanto, la
“eleccion” particular de los individuos de un sistema de copula debera implicar la evaluacion
del paisaje en el cual se encuentra para subsecuentemente adoptar ese u otro sistema (Oliveira
y cols. 2008; Snell-Rood 2013; Ophir 2017).

Quiza la flexibilidad social le confiere a la especie la capacidad para explotar un ambiente
dindmico por medio de dos arreglos sociales diferentes. En el contexto de nuestro estudio, el

conocer este tipo de evidencias resulta importante, pues debemos considerar adecuadamente el
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comportamiento de esta especie en funcion de su ecologia, historia evolutiva y su repertorio
conductual en condiciones naturales, pues como especie no ha sufrido maltiples eventos de
seleccidn artificial como la mayoria de los animales de laboratorio. Con este tipo de abordaje
se podrian explotar al maximo sus caracteristicas conductuales e interpretar los resultados

adecuadamente.

1.5. La preferencia de pareja, un indicador conductual de la formacion del vinculo de

pareja.

Como vimos anteriormente, la preferencia de pareja es desplegada por los topillos de ambos
sexos despueés de un periodo breve de cohabitacion (aun en ausencia de copula). El periodo de
cohabitacion es una consideracion importante para el estudio de la conducta afiliativa en el
topillo de la pradera macho, pues existen diferentes paradigmas donde varia el periodo de
cohabitacidn. Estos paradigmas permiten evaluar de manera precisa los efectos que podria
tener una manipulacion experimental (ej. farmacoldgica) sobre la expresion de la conducta
afiliativa. El primer paradigma involucra que la pareja cohabite por 24 horas, sin restriccion
para que los individuos copulen; con esta metodologia se examina si las manipulaciones
farmacoldgicas pueden prevenir -0 alterar- la formacion del vinculo de pareja que fue
facilitado por la copula. El segundo, involucra un periodo de cohabitacién de 6 horas donde
los individuos son restringidos y no se les permite copular; esta version se utiliza para
examinar (también en machos) si las manipulaciones experimentales pueden inducir una
preferencia de pareja en ausencia de copula (Aragona y Wang 2004, 2009).

Inmediatamente después que los miembros de una recién formada pareja han cohabitado, se
evalGa en el individuo focal la preferencia de pareja; para ello se utiliza la prueba de
preferencia que es una prueba de eleccion social simple preferencia (Williams y cols. 1992;
Aragona y Wang 2009). Esta prueba implica basicamente evaluar la conducta - durante un
periodo de tres horas- de uno de los miembros de la pareja que se encuentra en libre
movimiento con respecto a dos individuos estimulo cuyo movimiento es restringido. Estos dos
individuos se encuentran en camaras separadas en cada extremo del aparato de prueba

(conocido como arena de tres cAmaras); aunque poseen caracteristicas similares (peso, edad,
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sexo, estatus reproductivo) su identidad es diferente, uno es el otro miembro de la su pareja
(individuo familiar) y el otro es un conespecifico que representa una potencial pareja
(individuo desconocido) (Williams y cols. 1992; Wolff y Dunplap 2002; Ophir y DelBarco-
Trillo 2007; Aragona y Wang 2009; Blocker y Ophir 2016).

A lo largo del andlisis de cada prueba de preferencia el (los) observadores cuantifican
diferentes conductas, entre ellas el contacto lado a lado (CLaL) la cual se define como el
contacto social proximo donde al menos el 50% de los flancos de cada individuo permanecen
en contacto fisico directo o una distancia no mayor a 2 cm (Williams y cols. 1992; McGraw y
Young 2010). El CLaL o “acurrucamiento” (huddling en inglés) es una conducta afiliativa
cuya expresion es dependiente de la familiaridad del individuo estimulo; pues en muchos
trabajos se ha reportado que el tiempo que permanece el individuo focal en CLaL con el
miembro de la pareja es mayor significativamente en comparacion con el tiempo que
permanece con el individuo desconocido (Williams y cols. 1992; Curtis y Wang 2005;
Aragona y cols. 2006; Liu y cols. 2010; Young y cols. 2014; Blocker y Ophir 2015).
Posteriormente, considerando el tiempo que el individuo focal permanecio en CLaL con la
pareja y/o el individuo desconocido, es posible determinar la preferencia social de cada
individuo. La preferencia de pareja es un estado conductual que refleja la proximidad o
afiliacién selectiva entre los miembros de la pareja en periodos reproductivos y no
reproductivos aun cuando se esta en la presencia de otro compafiero potencial (McGraw y
Young 2010; Young y cols. 2011; Bales y cols. 2017). En el laboratorio la preferencia de
pareja puede ser determinada con un criterio arbitrario, este implica la permanencia del
individuo focal por al menos el doble de tiempo con el miembro de su pareja en comparacion
con el tiempo que permanece en CLaL con un individuo desconocido (Williams y cols. 1992;
McGraw y Young 2010; Young y cols. 2011; Blocker y Ophir 2015; 2016).

Entonces, la expresion diferencial del CLaL en relacién con la familiaridad del individuo
estimulo que normalmente se representa como un mayor tiempo de permanencia con la pareja
(o preferencia de pareja) son conductas que revelan la formacion del vinculo de pareja después
de un periodo de cohabitacién. Es importante mencionar que: 1) estas conductas representan la
eleccion social de un individuo por permanecer en la proximidad de un individuo en particular

(normalmente el otro miembro de la pareja) lo cual se conoce como afiliacion selectiva
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(Stoesz y cols. 2013). 2) la preferencia de pareja no es un sub-producto del laboratorio, pues se
ha reportado la afiliacion selectiva como parte del repertorio conductual de esta especie en
condiciones naturales y semi-naturales (Thomas and Birney 1979; Carter y Getz 1993; Carter
y cols. 1995). 3) la preferencia a la familiaridad social exhibida por el topillo de la pradera es
diferente a la conducta afiliativa de otros roedores, pues aunque los ratones (Mus musculus)
son gregarios y coloniales en las pruebas de preferencia social prefieren la novedad social
(Berry y cols. 2018).

1.6. Neurobiologia de la preferencia de pareja y la monogamia en el topillo de la
pradera.

Los trabajos iniciales que describian la vasta conducta afiliativa exhibida por el topillo de la
pradera (ej. Thomas and Birney 1979) hicieron pensar en los mecanismos neurobiol6gicos que
subyacen estas conductas (ej. Gobrogge y Wang 2016), su similitud con la conducta humana
(ej. Bales y cols. 2017) y la posibilidad de explorar algunas alteraciones sociales de los
trastornos neuropsiquiatricos (ej. Bartz y Hollander 2006). Por medio de multiples estudios
que involucraron la administracion de farmacos para inducir o interrumpir la formacion del
vinculo de pareja (paradigma de 6 o 24 horas de cohabitacion sin y con cépula,
respectivamente; ver seccion anterior) se fueron identificando los mecanismos neuroquimicos
que subyacen la conducta afiliativa del topillo de la pradera (ver Aragona y Wang 2004,
2009). Estos mecanismos involucran la participacion de tres sistemas de neurotransmision
mediados por dopamina (DA), y los neuropéptidos oxitocina (OT) y vasopresina (AVP)
(Aragona y Wang 2004, 2009; Young Yy cols. 2005; Young y cols. 2011; Lieberwirth y Wang
2014; Gobrogge y Wang 2016; Bales 2017; Ophir 2017).

Para determinar las regiones cerebrales que participaban en los circuitos que regulan la
conducta afiliativa en el topillo de la pradera, se utilizd la administracion local (via
intracerebral) de estos compuestos. Por ejemplo, la administracion de agonistas (apomorfina)
y antagonistas (haloperidol) dopaminergicos en el nucleo accumbens (NAcc) indujo, de
manera respectiva, la precipitacion de la preferencia de pareja (después de 6 h en ausencia de

copula) e impidié este mismo proceso después de un periodo de cohabitacion de 24 h con
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oportunidad de copular (Aragona y cols. 2003; Aragona y Wang 2009). Con relacion a los
neuropéptidos, los datos iniciales indicaban un mecanismo sexualmente dimoérfico de OT/AVP
en la regulacién del vinculo de pareja en el topillo de la pradera (OT involucrado en hembras y
AVP en machos) (ej. Insel y Hulihan 1995); pero en estudios mas recientes se sugiere un
mecanismo mas complejo pues se requiere la participacion de ambos sistemas en los dos sexos
(ej. Cho y cols, 1999; Aragona y Wang 2004). De hecho, se propone que pueden regular la
formacion del vinculo de pareja del topillo macho actuando coordinadamente en una misma
region. Pues la administracion de AVP en el septo lateral (LS) induce la preferencia de pareja
en el paradigma de ausencia de copula, mientras que la administracién de un antagonista de
OT en esta misma region bloquea la preferencia de pareja inducida por AVP o por la copula
(Liu y cols. 2001). Este tipo de estudios llevaron a la identificacion de las multiples regiones
cerebrales que participan en la regulacion de la conducta afiliativa del topillo de la pradera y
en particular de la preferencia de pareja.

Entonces, al unir la evidencia de la participacion de diferentes sistemas de neurotransmision
en diferentes regiones cerebrales se propuso un modelo que explica los elementos
neurobioldgicos y su papel en la formacion del vinculo de pareja en el topillo de la pradera.
Este modelo incluye la participacion de tres circuitos cerebrales para coordinar ciertos
procesos que subyacen la compleja formacién de pareja y fue propuesto principalmente por el
Dr. Larry Young (Young y Wang 2004; Young Yy cols. 2005). Bésicamente implica que cada
uno de los circuitos cumplen con funciones diferentes pero su interconexién resulta en la
formacion del vinculo de pareja; el primer circuito se “ocupa” del reconocimiento y la
memoria social, el cual se acopla con un segundo circuito involucrado en la recompensay el
reforzamiento. Mientras que un tercer circuito procesa informacion somato-sensorial de
regiones periféricas como los genitales y el sistema olfativo para modular de manera
ascendente a los otros dos circuitos. La interaccion de estos circuitos en el momento de la
copula facilita una fuerte asociacion entre el estimulo condicionado (la copula) y el estimulo
no condicionado (la pareja) lo cual permite la formacion del vinculo de pareja o bien favorece
la expresion de la conducta de preferencia de pareja para ambos sexos del topillo de la pradera.
En lineas generales, se sugiere que los sistemas a OT y AVP regulan el circuito encargado de

la memoria social; mientras que los receptores D1 y D2 a DA regulan el circuito encargado de
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la recompensa (Perkeybile y Bales 2017). EI modelo explica que la informacion somato-
sensorial del pene o la vagina es recibida por los nicleos del tracto solitario (NTS) y el gris
periacueductal (PAG) los cuales proyectan al NAcc y el nucleo paraventricular (PVN). La
informacidn olfativa es transportada por el bulbo olfatorio a la amigdala medial (MeA), donde
la OT facilita el reconocimiento social. La MeA envia proyecciones mediadas por AVP al
palido ventral (VP) y el LS el cual se encarga de la formacion de una memoria social. La
activacion del area ventral tegmental (VTA) resulta en una liberacion de DA dentro de la
corteza prefrontal (PFC) y el NAcc lo cual impacta el sistema de recompensa y la toma de
decisiones (Young y Wang 2004; Young y cols. 2005). Entonces, se puede considerar que la
formacion del vinculo de pareja y la preferencia de pareja en el topillo de la pradera es una
propiedad emergente de otros procesos cognitivos como el reconocimiento social, la memoria
social, el aprendizaje asociativo (que involucra el sistema de recompensa) y la toma de
decisiones —sociales-.

Estudios comparativos (principalmente en otros roedores) han confirmado que los mecanismos
neurobioldgicos que regulan estos procesos cognitivos implican la participacion de OT, AVP
y DA, al igual que en el topillo de la pradera (Wise 2002; Insel 2010; Perkeybile y Bales
2017). El aprendizaje asociativo es regulado de manera importante por la via dopaminérgica
mesolimbica, en particular la actividad del NAcc mediada por DA es critica en el
procesamiento de la recompensa (Wise 2002; Aragona y Wang 2009); lo cual puede subyacer
el andlisis del costo-beneficio relacionado a la eleccion del comportamiento y la toma de
decisiones (Aragona y Wang 2009; O’Connell y Hofmann 2012). Aunque también se
hipotetiza la participacion de la DA en la copula, pues en ese momento ocurre un incremento
de la sefializacion mediada por DA (principalmente en el NAcc) la cual es necesaria para la
formacion de la preferencia de pareja (Aragona y cols. 2003).

Por otro lado, las razones que animaron el estudio de la participacion de OT y AVP en la
conducta afiliativa del topillo de la pradera que provienen de estudios comparativos, e
incluyen: 1) estos neuropéptidos participan en la formacion de otro vinculo afiliativo, el que
implica a la madre y los crios (ver Numan y Young 2016). 2) La participacion en la conducta
sexual, lo cual es importante para la formacion del vinculo de pareja pues la cépula tiene

efectos facilitatorios; y 3) que AVP participa en regular la agresividad, lo cual tiene sentido al

15



considerar la agresividad selectiva como una conducta caracteristica del vinculo de pareja
(Aragona y Wang 2004; Insel 2010). Sin embargo, aunque estos mismos mecanismos son
visualizados en especies no mondgamas (ver Ko 2017), el topillo de la pradera muestra una
distribucion, densidad o regionalidad particular de los receptores a estos neurotransmisores lo
cual impacta la adopcion del sistema de cépula y la formacién del vinculo de pareja (Young y
Wang 2004; Young Yy cols. 2005; Insel 2010).

Si bien la participacion de los diferentes sistemas de neurotransmision hace mucho sentido con
los mecanismos causales de la conducta afiliativa en el topillo de la pradera, recientemente se
encontrd evidencia que implica la participacion de otros procesos cognitivos. Por ejemplo, la
variabilidad en la fidelidad social (que implica el uso de territorios pequefios) ni la sexual
(fertilizaciones fuera de la pareja) fueron asociadas con la expresion del receptor 1A a AVP en
regiones “tipicamente” ligadas a la formacion del vinculo de pareja como el palido ventral o el
LS; pero si en regiones implicadas en la memoria espacial como el talamo laterodorsal o la
corteza retrosplenial-posterior cingulada (Ophir y cols. 2008). Esta evidencia pudiera
replantear la importancia de ciertas regiones que participan en la adopcion particular de un
sistema de copula en el topillo de la pradera, pero también en considerar otros mecanismos
cognitivos que subyacen la monogamia.

Recientemente, esta idea ha sido propuesta por diferentes grupos de investigacion (ej. Phelps y
cols. 2010; Robinson 2015), entre ellos el del Dr. Alexander Ophir; quien en uno de sus
trabajos reine evidencia para proponer la participacién de la memoria socio-espacial (y el
circuito cerebral asociado) en la eleccion de un determinado sistema de copula dentro del
topillo de la pradera. En este trabajo (Ophir 2017) argumenta la capacidad de copular como
individuos mondgamos gracias a la habilidad de “seguir” a los individuos en el espacio. Lo
cual es una propiedad emergente del procesamiento de la informacién social (ej. identidad de
los individuos y sus caracteristicas como el estatus reproductivo) y la memoria espacial (egj.
ubicacion de la propia madriguera y la de una potencial pareja). ElI procesamiento de la
informacidn espacial ocurre en regiones que se caracterizan por participar en este recurso
cognitivo como el hipocampo, la corteza retrosplenial, el tAlamo anterior y otras como el septo
y los nacleos septohipocampales. La actividad de estas regiones es coordinada por OT y AVP

lo cual facilita la integracion de informacion social y espacial para moldear las decisiones que

16



llevan a la cdpula en una manera contexto dependiente. Y finalmente, regiones como el NAcc
y/o el LS funcionan como nodos de interconexion entre este circuito y los otros tres
propuestos por el modelo clasico a fin de regular la expresion de la conducta afiliativa del
topillo de la pradera. Pero ahora, gracias a esta incorporacion, se explica que las concesiones
evolutivas entre los beneficios de elegir alguno de los dos diferentes sistemas de copula
(monogamia / promiscuidad) reflejan la variabilidad conductual, neuronal y molecular de la

especie (Okhovat y cols. 2015).
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2. Antecedentes.

En el presente trabajo se pudo identificar que el estudio de la conducta afiliativa en el topillo
de la pradera: 1) sigue las mismas metodologias de analisis de la conducta desde que se
disefiaron las pruebas conductuales; 2) no se han explorado las caracteristicas conductuales de
un vinculo de pareja de larga duracion; y 3) esta especie se ha utilizado para estudiar de
manera ventajosa ciertas caracteristicas de algunos trastornos neuropsiquiatricos (autismo,
depresion y ansiedad), pero no se ha empleado para mimetizar sintomas de la esquizofrenia.
Las consideraciones anteriores son la parte central del presente trabajo y se detallan a

continuacion.

Consideraciones metodoldgicas del analisis de la conducta afiliativa en el topillo de la
pradera.

Desde que la prueba de preferencia fue disefiada en el laboratorio de la doctora Sue Carter
(Williams y cols. 1992), ésta ha sufrido muy pocos cambios, sobre todo en el método para
cuantificar la conducta. La prueba es realizada en una arena de tres cAmaras, donde por un
periodo de tres horas se cuantifican las conductas de CLaL y preferencia de pareja (Williams y
cols. 1992; Curtis y Wang 2005; Aragona y cols. 2006; Liu y cols. 2010; Young Yy cols. 2014;
Blocker y Ophir 2015); aunque en algunos trabajos se afiade el registro de otras conductas,
como el tiempo que permanece el individuo focal en alguna de las cdmaras (Liu y cols. 2001;
Ahern y cols. 2009; Fukushiro y cols. 2015; Blocker y Ophir 2016; Beery y cols. 2018). Una
importante desventaja que tiene esta prueba es que la expresién del CLaL se representa por su
periodo de duracién y, por lo tanto, las tres horas de la prueba deben ser analizadas.

Cada laboratorio hace modificaciones a la prueba segin sus necesidades, pero el analisis
conductual siempre depende de la observacion humana; lo cual puede representar una
limitante practica debido a la considerable inversion de tiempo y recursos humanos (Ahern y
cols. 2009). En su trabajo, Ahern y cols. (2009) intentaron reducir esta limitante por medio de
la automatizacion del analisis de la conducta, para ello utilizaron dos sistemas automatizados y
contrastaron sus resultados con el registro manual de la conducta. Encontraron que a pesar de

gue los dos sistemas automatizados mostraron resultados similares al método manual, el
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segundo método automatizado reflej6 mejor la conducta de CLaL. La ventaja del sistema del
segundo sistema (tecnolégicamente méas moderno), en comparacion con el primero, radica en
su capacidad para recapitular los parametros operacionales de la cuantificacion manual del
ClLaL.

Aunque la automatizacion del anélisis de la conducta resulta menos selectiva y precisa que la
observacion manual, la automatizacion tiene la ventaja de reducir considerablemente la
inversion del esfuerzo humano. Sin embargo, se debe considerar que la automatizacion
requiere de cierto equipamiento especializado. Pero también, el analisis automatizado de la
conducta no distingue entre diferentes aspectos de la conducta afiliativa del topillo de la
paradera, pues una postura corporal que es caracteristica entre los individuos de una pareja, el
abrazo (Thomas y Birney 1979), seguramente no podria ser distinguida por alguno de los
analisis automatizados. Entonces, los métodos automatizados no necesariamente reflejan una
conducta afiliativa, Gnicamente revelan si los individuos estan en una proximidad cercana o si
se encuentran inmaviles en un contacto cercano (ver Aherny cols. 2009).

Por otro lado, tanto el método manual como los automatizados registran solo la conducta
afiliativa del topillo de la pradera, sin considerar otras conductas que forman parte del
repertorio conductual de la especie, como las conductas que permiten hacerse de informacion
odorifera de otros conespecificos. De hecho, se ha evidenciado que a pesar de que los machos
formen un vinculo de pareja con una hembra, éstos exploran por méas tiempo las pistas
odoriferas de otras hembras (Parker y cols. 2011). Entonces, se deberia considerar que durante
la prueba de preferencia los machos no solo desplegarian conductas afiliativas, sino también
otras conductas —no afiliativas- con distintos propdsitos. Por lo tanto, el registro de la conducta
no afiliativa podria revelar informacion importante sobre la naturaleza de las interacciones
sociales.

Por lo tanto, en este trabajo se propone un nuevo método de analisis de la conducta que podria
ser mas ventajoso comparado con la metodologia “estandar” o incluso a los sistemas
computarizados, siempre y cuando: a) el método pueda “capturar” mas cercanamente la
complejidad de las interacciones desplegadas durante la prueba de preferencia, y b) pueda

realizarse en una manera practica y con un tiempo de observacién accesible.
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Caracterizacion conductual del vinculo de pareja duradero.

En la naturaleza se ha evidenciado que el topillo de la pradera forma un vinculo de pareja de
larga duracion, debido a que: 1) las parejas permanecen juntas por diferentes temporadas
reproductivas (Getz y Carter 1996): en condiciones de laboratorio la mayoria de las parejas
prevalecieron por al menos tres periodos reproductivos (Thomas y Birney 1979) y en
condiciones naturales se han recapturado una misma pareja de individuos después de 20
semanas (Getz y cols. 1981). 2) El porcentaje de los individuos que forma una pareja se
mantiene estable entre temporadas reproductivas y no reproductivas (Getz y cols. 1981; Getz y
Hofmann 1986). 3) = 75% de las parejas persisten hasta que un miembro muere (Getz y
Hofmann 1986; Getz y cols. 1990; Getz y Carter 1996); mientras que solo 26.5% de las
parejas son “disueltas” por la dispersion de uno o ambos individuos del nido (Getz y cols.
1990). 4) Si muere el macho de la pareja, la hembra no vuelve a formar una pareja y
permanece sola o se une a una unidad de crianza formada exclusivamente por hembras. Por
otro lado, cuando la hembra muere, el macho deambula por el territorio (Getz y Carter 1996).
5) Cuando ocurrio la pérdida de un individuo, el conespecifico restante permanecio en el nido
entre 8.4 y 26.3 dias. Solo un 19% de los individuos que perdieron pareja formé una nueva
(Getz y cols. 1990).

Debido a la evidencia anterior, se puede asumir que en condiciones de laboratorio la mayoria
(= 60-75% basado en Getz y cols. 1993; Salomon 1993; Salomon y Jacquot 2002) de los
machos que han permanecido por méas de un mes con una hembra, han formado un vinculo de
pareja de larga duracion. Pero, si un macho ha formado un vinculo de larga duracion con su
pareja ¢qué conductas podrian indicar este proceso? En la naturaleza, los individuos de una
especie mondgama permanecen en la proximidad de su pareja durante temporadas
reproductivas y no reproductivas lo cual se conoce como afiliacion selectiva (Stoesz y cols.
2013). En el laboratorio, la afiliacion selectiva puede ser representada cuantitativamente por la
preferencia de pareja, ésta se determina para cada individuo como la permanencia del
individuo focal al menos el doble de tiempo en CLaL con su pareja en comparacion con el
tiempo que permanece en CLaL con un individuo desconocido (Williams y cols. 1992;
McGraw y Young 2010).
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Sin embargo, el CLaL preferente a la pareja o preferencia de pareja son indicadores de la
formacion del vinculo (Aragona y Wang 2004; 2009) y en la mayoria de trabajos solo se han
estudiado después de un periodo de cohabitacion de 24 horas (Liu y cols. 2010; Young y cols.
2014; Blocker y Ophir 2015; ver Aragona y Wang 2004; 2009). Aunque es posible que la
expresion del CLaL preferente a la pareja en el topillo de la pradera macho permanezca
“activa” después de un periodo de tiempo méas prolongado. Debido a que en dos de los pocos
estudios que van mas alla del periodo de cohabitacion de 24 horas, se mostré que los machos
permanecieron en CLaL significativamente por méas tiempo con su pareja después de un
periodo de cohabitacion de 7 dias (Ahern y cols. 2009; Ahern y Young 2009). También, es
posible que los machos “sostengan” esta conducta para limitar la posibilidad de que la hembra
de su pareja copule con un macho deambulador (que representan =~ 25 — 40% de la poblacion,
basado en Getz y cols. 1993; Salomon y Jacquot 2002; Ophir y cols. 2008; McGuire y Getz
2010; McGuire y cols. 2013). Para un macho deambulador, copular con una hembra
“aparejada” no seria dificil, pues las hembras ovulan de manera refleja o espontanea (Roberts
y cols. 1999) entonces, el estro y la receptividad sexual podrian ser inducidas por la presencia
de un macho novedoso (Richmond y Conaway 1969). Por lo anterior, preferir permanecer
cerca de la hembra familiar no solo implicaria para el macho el defender de manera pasiva a la
pareja, sino también representaria un mecanismo que aumenta las probabilidades que esta
hembra solo copule con él.

De este modo, determinar la “prevalencia” de la preferencia de pareja en machos que han
cohabitado por mas de un mes con una hembra, podria reflejar que esta conducta refiera no
solo a los procesos iniciales (como la formacién), sino también a procesos como del
mantenimiento del vinculo de pareja de larga duracion. Se espera que entre 60 o 70% de los
machos despliegue el CLaL preferentemente con la hembra de la pareja, debido a que podria
compararse con el porcentaje de los individuos residentes que en condiciones naturales y
semi-naturales adoptan la monogamia (Thomas y Birney 1979; Getz y cols. 1993; Salomon
1993; Salomon y Jacquot 2002; Ophir 2017). Ademas, identificar el patron conductual de los

machos permitira conocer la variabilidad conductual de nuestra poblacién de estudio.
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El topillo de la pradera como modelo animal de la esquizofrenia, una posible aproximacién a
los sintomas negativos.

Los déficits para formar y mantener vinculos de larga duracién, en particular vinculos de
pareja, son comunes en trastornos neuropsiquiadtricos como la esquizofrenia (American
Psychiatric Association 2000; Volkmar 2001; Bartz y Hollander 2006; Lim y Young 2006).
Los pacientes con esquizofrenia muestran alteraciones clinicas que comprometen su
rendimiento ante situaciones sociales cotidianas (Browne y Courtney 2007; Velligan y Alphs
2008; Harvey y Strassing 2012), lo cual puede impactar su capacidad para formar vinculos
duraderos especialmente de pareja socio-sexual. De hecho, se ha reportado que entre 60-70%
de las personas con esquizofrenia no se casan y tienen contactos sociales limitados (pp. 283,
American Psychiatric Association 2000). Ademas, el estatus de solteria guarda una estrecha
relacién con la precipitacion del trastorno; asi como una asociacion con caracteristicas clinicas
negativas una vez que se ha diagnosticado este padecimiento (Nyer y cols. 2010). Esta baja
capacidad para formar un vinculo de pareja en pacientes con esquizofrenia afecta en mayor
medida a los varones, debido a que son menos propensos a casarse que las mujeres (Nyer y
cols. 2010); lo cual guarda relacion con el hecho que los sintomas negativos son mas
prominentes en los varones (Diaz-Castro y cols. 2018).

Debido a su repertorio conductual que incluye un gran nimero de conductas afiliativas, el
topillo de la pradera ha sido utilizado como animal modelo para entender los principios
bioldgicos de las relaciones afectivas humanas (ej. Young y Wang 2004; McGraw e Young
2010), asi como los mecanismos que subyacen alteraciones en este tipo de conductas
observadas en el autismo, la ansiedad o la depresion (Bartz y Hollander 2006; Lim y Young
2006; Young y cols. 2011). Pero en nuestro conocimiento, no se ha interrumpido la formacion
del vinculo de pareja en el topillo de la pradera para mimetizar la baja capacidad de las
personas con esquizofrenia para formar una pareja. Por lo tanto, el presente trabajo pretende
inducir alteraciones en la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho por medio del
antagonismo cronico del receptor NMDA.

Evidencia empirica proveniente de estudios en seres humanos sugiere que la ocurrencia de una
disfuncion del receptor NMDA puede actuar como mecanismo patofisiologico de la
esquizofrenia (Javitt y Zukin 1991; Javitt 2010; Lewis 2012; Sendt y cols. 2012). Esta
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evidencia incluye los efectos conductuales de antagonistas del receptor NMDA como PCP
(fenciclidina) o ketamina (ver figura 1), los cuales inducen en voluntarios sanos un sindrome
psicotico similar a los sintomas de la esquizofrenia (ej. alucinaciones auditivas) y en pacientes
diagnosticados, se observa un exacerbamiento de los sintomas (Luby y cols. 1959; Krystal y
cols. 1994, Lahti y cols. 1995; Large, 2007).

Figura 1. Sitios de uniény

Receptor NMDA ,Ca+ mecanismo de activacion del
g JuieE receptor NMDA.
Glicina + + f /e El  receptor NMDA tiene un
' 1 * “Glutamato

\

mecanismo de activacion poco comun,

pues requiere de la union de su
SitioaPCP  agonista  obligado  (NMDA o
. glutamato) en el sitio de union a
glutamato; asi como la unién de su
otro agonista dual (glicina o D-serina)
en el sitio modulador a glicina. En un
estado de reposo el receptor es
naturalmente bloqueado por el ion
magnesio (unido al sitio de magnesio),
pero de manera artificial el receptor
puede ser antagonizado por medio de diferentes compuestos que ocupen los sitios a glutamato,
glicina o bien blogueen el poro del canal. EI mecanismo de accién de los antagonistas no
competitivos del receptor NMDA como PCP, ketamina o MK-801 (dizolcipina) implica
bloquear el poro del canal ocupando el sitio de union a PCP. El bloqueo del poro impide la
entrada de los iones sodio (Na+) y calcio (Ca+) al interior de la neurona lo cual antagoniza la
actividad del receptor y hace que la neurona sea menos sensible a ser estimulada debido a que
se hiperpolariza la membrana (Traynelis y cols. 2010). Modificado de Arias-Gutiérrez y cols.
(2014).

Sitio modulador
del Zn

Sitio de unién al Mg

En roedores del laboratorio (ratones y ratas), la administracién cronica de PCP, ketamina y

MK-801 (dizolcipina, el antagonista no competitivo mas selectivo del receptor NMDA

(Tricklebank y cols. 1989)) mimetizan la mayoria de las alteraciones asociadas a la

esquizofrenia (Large 2007; Porsolt y cols. 2010; Jones y cols. 2011; Lim y cols. 2012; Neil y

cols. 2014), las cuales incluyen:

1) Alteraciones conductuales, emocionales y cognitivas. En la rata macho (Sprague Dawley
225-272 g) el tratamiento crénico con MK-801 (0.5 mg/kg al dia por 7 dias) redujo el
tiempo durante el cual desplegaron conductas afiliativas (interacciones pasivas:

proximidad social menor a 20 cm; interacciones activas: olfateo, persecucion,
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2)

3)

acicalamiento, comportamiento agresivo; dirigidas a un conespecifico del mismo sexo)
(Dyck y cols. 2011), lo cual mimetiza el aislamiento social caracteristico de los sintomas
negativos de la esquizofrenia (Seillier y Giuffrida 2009; Porsolt y cols. 2010; Neil y cols.
2014; Wilson y Koening 2014).

Alteraciones neuroquimicas. La administracion de antagonistas del receptor NMDA (PCP,
ketamina y MK-801) induce alteraciones en mudltiples sistemas de neurotransmision
dependientes de glutamato, GABA, DA, y acetilcolina en una manera similar a las
observadas en la esquizofrenia (Large 2007; Lisman y cols. 2008; Lewis 2012). Por
ejemplo, en ratas hembra de la linea hooded-Lister la administracion crénica de PCP (2
mg/kg dos veces por dia, por 7 dias y 7 dias de descanso) indujo alteraciones conductuales
(ej. disminucién de la interaccion social) y también neuroquimicas (ej. alteraciones de la
neurotransmision dopaminérgica en la corteza prefrontal) (Snigdha y Neill 2008; Neill y
cols. 2010, 2014).

Alteraciones neuroanatomicas. Existen alteraciones volumétricas y morfométricas (ej.
anormalidades en el numero de neuronas, densidad de las espinas detriticas y
perturbaciones en el nimero tamafio o forma de las células) en regiones cerebrales como la
corteza prefrontal, el hipocampo, la amigdala, el NAcc y el talamo que se asocian con la
esquizofrenia (Swerdlow 2011). Ademds, se han asociado diferentes alteraciones
funcionales con los sintomas negativos de la esquizofrenia; una es hipo-activacion
prefrontal (en regiones como la corteza prefrontal) (Menon y cols. 2001) y otra es la hiper-
activacion del sistema limbico (regiones que incluyen la amigdala y el hipocampo/giro
hipocampal) (Gur y cols. 2007).

La administracion cronica de MK-801 (0.02 mg/kg/21 dias) en ratas macho juveniles (= 35
DPN) de la linea Long Evans indujo una reduccién en la densidad de interneuronas
GABAérgicas que expresan la proteina parvalbimina en el hipocampo (Braun y cols.
2007). Mientras que la administracion cronica de PCP (2.58 mg/kg de manera intermitente
durante 14 dias) en ratas macho hooded de la linea Long Evans (180-220 g) disminuyo la
expresion de la proteina parvalbumina en la corteza prefrontal (Cochran y cols. 2003). En
humanos, ademas de las alteraciones activacionales observadas en el hipocampo y la

corteza prefrontal; se ha determinado en estudios post-mortem una disminucion en la
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4)

densidad de las interneuronas GABAérgicas que expresan la proteina parvalbimina en el
hipocampo y la corteza prefrontal (Reynolds y cols. 2001; Zhang y Reynolds 2002; pero
considerar Tooney y Chahl 2004). Por lo tanto, se puede sugerir que el antagonismo
cronico del receptor NMDA en roedores de laboratorio es un abordaje viable para
mimetizar caracteristicas neuropatoldgicas asociadas a la esquizofrenia humana, a lo cual
haremos mencion en el siguiente inciso.

Por el otro lado, en el topillo de la pradera, las regiones del hipocampo, la corteza
prefrontal, la amigdala, el NAcc y el tdlamo forman parte de los sustratos neurales que
explican la formacion del vinculo de pareja y la monogamia (Young y Wang 2004; Ophir
2017). Entonces, es posible que la administracion de MK-801 pueda impactar la formacion
del vinculo de pareja en el topillo de la pradera macho al inducir alteraciones en regiones
como la corteza prefrontal o el hipocampo. Ademas, estas alteraciones podrian guardar
cierta relacion con la patofisiologia de la esquizofrenia.

Alteraciones funcionales que subyacen el modelo de la administracion crénica de
antagonistas del receptor NMDA. La administracion crénica de antagonistas del receptor
NMDA induce cambios en la produccién enzimatica (ej. disminucién en las
concentraciones de la enzima &cido glutamico descarboxilasa-67 (GAD-67) en diferentes
lineas neuronales, como las interneuronas (GABAZérgicas) inhibitorias en regiones como la
CPF, tal como se observa en pacientes con esquizofrenia (Perry y cols. 1979; Bird 1985).
Se hipotetiza que estas alteraciones originan una desinhibicién de las células piramidales
(glutamatérgicas) —aunque también se ha propuesto que la desinhibicion es en parte por la
hipofuncion del receptor NMDA- en regiones como el hipocampo lo cual incrementa la
liberacion de DA, mediada por neuronas dopaminérgicas del VTA. Este desbalance en la
liberacion de DA podria explicar los sintomas psicéticos; mientras que la desinhibicion las
células piramidales pueden explicar el origen de los sintomas negativos de la
esquizofrenia. Esta desinhibicion implica una reduccién en las oscilaciones de frecuencia
gamma como producto de la actividad desorganizada de los grupos de células piramidales
como se ha observado en la esquizofrenia y asociado especificamente a los sintomas

negativos (Lisman y cols. 2008; Genius y cols. 2013).
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En su conjunto, las evidencias anteriores hacen plausible la posibilidad que el antagonismo
cronico del receptor NMDA induzca alteraciones en la conducta afiliativa del topillo de la
pradera mimetizando ciertas alteraciones psicosociales -y neuroanatdmicas- de la
esquizofrenia. Entonces, aunque la administracion cronica de MK-801 en otros roedores de
laboratorio como la rata induzcan alteraciones en su conducta afiliativa mimetizando el
aislamiento social observado en la esquizofrenia (Wilson y Koenig 2014); el topillo de la
pradera podria representar la oportunidad de mimetizar la baja capacidad para formar un
vinculo de pareja que acompafia a los sintomas negativos (Millan y cols. 2014). Pero también,
gracias a su intrincado repertorio social el topillo de la pradera permite estudiar ciertas
dinamicas sociales del humano en una manera mas completa en comparacion a otros roedores
como el raton o la rata (Lim y Young 2006; Young y cols. 2011; Bales y cols. 2017; Beery y
cols. 2018).
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3. Justificacion.

El presente estudio fue motivado por tres razones. Primera, el analisis de la conducta afiliativa
del topillo de la pradera podria ser complementado con una nueva metodologia, debido a que
las metodologias actuales requieren de grandes periodos de observacion y no aportan
informacidn sobre la expresion de conductas no afiliativas.

Segunda, no se ha caracterizado el patron conductual de topillos macho enganchados en un
vinculo de pareja duradero, caracterizar este patron podria ayudar a entender la expresion de la
conducta afiliativa de esta especie en los procesos de mantenimiento/reforzamiento del
vinculo de pareja de larga duracién.

Y finalmente, el topillo de la pradera podria ser utilizado como un modelo animal de los
sintomas de la esquizofrenia, para de una manera ventajosa mimetizar alteraciones en
conductas sociales complejas observadas en la esquizofrenia, como la baja capacidad para
formar pareja. Este nuevo modelo animal podria suponer una herramienta de investigacién
para entender aspectos neurobioldgicos de las alteraciones en la capacidad para formar pareja
observadas en la esquizofrenia y ademas, representar una oportunidad para probar o

desarrollar farmacos que atenten estas alteraciones.
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4. Hipotesis y predicciones.

Hipétesis (1).
En el topillo de la pradera macho, la expresién de conductas afiliativas dirigidas a la pareja
(como la conducta de preferencia de pareja) puede caracterizar un vinculo de larga duracion.
Predicciones.
a) Entre el 60 y el 70% de los machos que han cohabitado por méas de un mes con su
pareja desplegaran la conducta de preferencia de pareja.
b) Los topillos de la pradera macho que han cohabitado por mas de un mes con su pareja
dirigirdn un mayor numero de conductas afiliativas a la pareja; mientras que a la

hembra desconocida dirigiran mas conductas no afiliativas.

Hipotesis (2).
El antagonismo crdnico del receptor NMDA induce alteraciones persistentes en la conducta
afiliativa del topillo de la pradera macho, las cuales mimetizan alteraciones psicosociales de la
esquizofrenia.
Predicciones.

a) Los machos tratados con solucion salina formaran un vinculo de pareja con una
hembra después de cohabitar con esta por 24 horas; estos desplegaran con su pareja un
mayor nudmero de conductas afiliativas, mientras que con la hembra desconocida
dirigirdn mas conductas no afiliativas.

b) Los machos tratados con MK-801 mostraran déficits en la formacion del vinculo de
pareja después de cohabitar con una hembra por 24 horas. Estos déficits pueden
incluir:

i.  Una disminucién en la conducta afiliativa total, la cual implicaria reemplazar la
conducta afiliativa con interacciones no afiliativas y/o una preferencia por
evitar la interaccion social.

ii.  Dirigir de manera preferencial conductas afiliativas con la hembra desconocida
y conductas no afiliativas con la hembra de la pareja.

iii. Desplegar la conducta afiliativa y no afiliativa a ambas hembras, sin

preferencia.
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5. Objetivos.

5.1. General.

Determinar si el blogueo cronico del receptor NMDA induce alteraciones persistentes en la

conducta afiliativa del topillo de la pradera macho.

5.2. Especificos.

i.  Proponer y probar una nueva metodologia para analizar la conducta afiliativa y no
afiliativa del topillo de la pradera durante la prueba de preferencia.
ii.  Caracterizar el patron conductual desplegado durante la prueba de preferencia por machos
provenientes de vinculos duraderos.
iii.  Determinar si el tratamiento cronico con MK-801 inducira alteraciones persistentes en la

conducta afiliativa del topillo de la pradera macho.
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6. Metodologia.

6.1. Animales.

En el presente estudio se utilizaron topillos de la pradera (Microtus ochrogaster) provenientes
de una colonia establecida en el Centro de Investigacion en Reproduccion Animal,
CINVESTAV-Universidad Auténoma de Tlaxcala. Se utilizd un total de 65 individuos, de los
cuales 28 fueron machos y 37 hembras; el nimero de los individuos utilizados en cada
experimento se detalla mas adelante. Los topillos fueron alojados en jaulas estandar para rata
(37 x 27 x 16 cm) y mantenidos bajo condiciones controladas: ciclo de luz/oscuridad de 16:8
horas, alimento y agua ad libitum. Cada topillo fue cuidado, manejado y utilizado
experimentalmente en apego a las normas de cuidado animal y a los lineamientos contenidos
en la guia de cuidado de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos (o National Institute of Health (NIH), National Research Council 2010).

6.2. Prueba de preferencia.

Para evaluar la conducta afiliativa del topillo de la pradera utilizamos la prueba de preferencia
que fue descrita inicialmente por Williams y colaboradores (1992), la cual permite evaluar si
un individuo ha formado un vinculo con su pareja (Williams y cols. 1992; Getz y cols. 1993;
Solomon y Jacquot 2002; Aragona y Wang 2004; Ophir y cols. 2008; Young y cols. 2011;
Blocker y Ophir 2016).

El aparato de prueba consta de una arena de tres camaras rectangular (54 x 30 x 20 cm) sub-
dividida en tres compartimentos (18 x 30 x 20 cm cada uno). Las dos barreras intermedias que
hacen las subdivisiones tienen una abertura cuadrangular (6 cm de lado) que permitieron la
entrada del individuo focal a las camaras de los extremos (ver figura 2). El hecho de que cada
camara fuera del mismo tamafio redujo la posibilidad que el individuo focal hubiera
permanecido por mas tiempo en una camara debido a una diferencia en el tamarfio. La arena
fue construida totalmente de vidrio transparente de 6 mm de grosor y se limpio con alcohol

entre cada prueba a fin de evitar la permanencia de pistas odoriferas.
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T Figura 2. Caracteristicas de la
arena de tres camaras utilizada
en la prueba de preferencia.

Camara

el Evaluamos la conducta afiliativa
‘ del topillo de la pradera macho en
esta arena (54 x 30 x 20 cm)
" subdividida en tres camaras (18 x
, 30¢cm

30 x 20 cm cada una). EI macho
interactud libremente (al atravesar
la abertura (6 cm x lado) entre las camaras) con las dos hembras (la hembra de la pareja o
familiar y una hembra desconocida) que se alojaron en cada una de las camaras de los
extremos de la arena.

54 cm

En los tres compartimentos se colocé aserrin (aproximadamente 25 g por cdmara) en el suelo,
mismo que fue reemplazado al final de cada prueba; a fin de proveer a la arena un sustrato al
cual los animales estaban acostumbrados. Con ello se asegurd, en cierta medida, que la
conducta general de los individuos no fuera modificada por un cambio en el sustrato; mientras
que el recambio de aserrin tuvo la finalidad de eliminar el olor que dejaron en el piso alguno
de los individuos.

Las camaras de los extremos retuvieron a dos hembras “estimulo”, una en cada camara;
mientras que la cAmara neutra o central no alojé a ningun individuo. Las hembras deberian ser
muy similares entre si, Unicamente deberian diferir en si han cohabitado previamente o0 no con
el macho focal (Zheng y cols. 2013; Blocker y Ohir 2015). Por lo tanto, los criterios de
inclusion y exclusion para las dos hembras estimulo de la misma prueba, fueron: 1) no estar
emparentadas con el macho, 2) que guardaran parentesco entre ellas, 3) tener un estatus
reproductivo similar, y 4) tener un peso y edad similar a la del macho. Con estos criterios se
aseguro, en cierta medida, que la Unica caracteristica distintiva entre las dos hembras estimulo
fuera la cohabitacion previa con el macho. A la hembra que ha cohabitado previamente con el
macho se le denominé como hembra de la pareja o hembra “familiar” y en el caso de la
hembra que no habia cohabitado previamente con el macho se le refiri6 como hembra
“desconocida”. El tiempo de cohabitacion para la pareja son descritos de manera particular
para cada experimento.

En cada prueba se asigné una camara (del extremo izquierdo o derecho) para cada hembra

(familiar/desconocida) en una manera contrabalanceada; es decir, se alternd entre pruebas la
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ubicacién de las hembras (ver figura 2). Por ejemplo, para realizar dos pruebas de preferencia,
en una de ellas se colocé a la hembra de la pareja en la camara del extremo izquierdo y a la
desconocida en la cdmara del extremo derecho. Para la segunda prueba, las hembras ocuparon
los lugares contrarios el extremo derecho para la hembra de la pareja y la camara del extremo
izquierdo para la hembra desconocida. Se optd por este arreglo para evitar un sesgo en la
conducta de los machos, el cual pudiera ser originado por una preferencia hacia un
determinado lugar, el seguir una pista espacial o algin otro factor extrafio. Solo dos pruebas
fueron realizadas cada dia, para ello utilizamos dos arenas de prueba de las mismas
caracteristicas.

En cada prueba el individuo focal (un macho) se movi6 libremente por toda la arena e
interactud a voluntad con cualquiera de las hembras. Para limitar el contacto hembra-hembra,
un dia antes de la prueba a cada una de las hembras se les colocaron cinchos de plastico
alrededor del cuello, a manera de collar. Luego, en el dia de la prueba un clip metélico unido a
una cadena ligera era enganchado y asegurado en el collar, el otro extremo de la cadena estuvo
“anclado” al muro de la camara por una ventosa de plastico. Este procedimiento fue empleado
en una manera similar a la reportada para limitar la interaccion hembra-hembra, pero no
macho-hembra; sin inducir alteraciones en el acicalamiento, la interaccién social o la copula
de los individuos (Ophir y DelBarco-Trillo 2007; Wolff y Dunplap 2002; Blocker y Ophir
2016).

El inicio de la prueba fue marcado cuando el macho focal toco con sus cuatro patas la camara
neutra y el final de la prueba tuvo lugar tres horas después. Durante ese periodo se registro la
actividad en dos arenas de prueba exactamente iguales, a fin de realizar dos diferentes pruebas
en un mismo dia, por medio de una video-camara (una de la marca Sony® y otra Panasonic
®). Las camaras fueron colocadas en tripiés de la marca Solidex® a una distancia, altura y

angulo apropiados para registrar las actividades en toda la arena.

6.3. Analisis conductual.
Para el presente trabajo se propuso que un método de muestreo instantaneo puede ofrecer
ventajas sobre el método de muestreo continuo (previamente publicado, ej. Williams y cols.

1992; McGraw y Young 2010) en el anélisis de la conducta afiliativa del topillo de la pradera
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durante la prueba de preferencia. Para validar que este método de muestreo refleja en cierta
medida los resultados del método previamente publicado, primero se evalu6 en 7 machos (del
primer experimento, ver mas adelante) las conductas que son cuantificadas por el método de
muestreo continuo, estas incluyen:

A) El contacto lado a lado (CLaL), referente al contacto corporal cercano (menor a 2 cm) de
mas de la mitad de la longitud de cada flanco entre el individuo focal y cualquiera de los dos
individuos estimulo (Williams y cols. 1992; Ahern y cols. 2009; McGraw y Young 2010;
Young y cols. 2011).

B) La preferencia de pareja, que es determinada cuando el individuo focal permanecié mas
del doble de tiempo en CLaL con el miembro de la pareja, en comparacion con el desconocido
(Williams y cols. 1992; McGraw y Young 2010; Young y cols. 2011; Blocker y Ophir 2015;
2016). Aungue estas dos conductas son indicativas de la formacién del vinculo de pareja (gj.
Aragona y Wang 2004; 2009); suele incorporarse el registro de otras conductas.

C) El tiempo en cada camara o la duracion en minutos que el individuo focal permanecio
realizando cualquier actividad en cada una de las camaras. Se comienza a cuantificar cuando el
topillo focal ha introducido sus cuatro patas a la camara y concluye cuando tiene las cuatro
patas en otra camara. Esta conducta indica si el individuo focal prefiere compartir un mismo
espacio con un conespecifico (Liu y cols. 2001; Ahern y cols. 2009; Blocker y Ophir 2016;
Beery y cols. 2018).

D) El nimero de entradas a cada camara que refleja la frecuencia con la cual el topillo focal
visitaba las camaras que contenian a los conespecificos. Para registrar un evento como
entrada, se debia observar que el individuo introdujo sus cuatro patas a la cAmara; por medio
de esta conducta se cuantifica de manera indirecta la “motivacion” para entrar en una
determinada camara y puede ser un indicativo de la ambulacion del individuo focal (ej. Curtis
y Wang 2005; Liu y cols. 2010; Donaldson y cols. 2010).

E) El nimero de montas, se registrd la frecuencia con la que el individuo focal “mont6” y
realizd una serie de movimientos pélvicos asociados a la intromision del pene con cada uno de
los conespecificos estimulo. Esto para determinar la “fidelidad” sexual (Robinson 2015; Ophir
2017) exhibida durante la exposicién a una potencial pareja o Unicamente la conducta sexual

de los individuos focales (Donaldson y cols. 2010; Liu y cols. 2010).
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F) El nimero de veces que roe la cadena, se incorpord esta conducta pro-social —posiblemente
de ayuda (Stetzik y cols 2018)- para probar si su expresion es dependiente de la identidad del
conespecifico estimulo. Para ello se cuantifico la frecuencia con la que el individuo focal roia
a alguna de las partes de los dos sistemas que limitan las interacciones hembra-hembra (como
el cincho o la cadena).

Por el otro lado, con el método de muestreo instantaneo se cuantificO un nuevo set de
conductas, el cual incluyo el registro de dos conductas afiliativas y fue complementado por el
registro de tres conductas no afiliativas, como se describe a continuacion:

A) No contacto, cualquier actividad o conducta realizada por el macho (individuo focal) que
no involucré un contacto fisico directo o cercano (menor a 5 cm) con ninguna de las dos
hembras (ej. auto-acicalamiento, exploracion y olfateo a la arena). Estas interacciones
pudieron ocurrir en alguna de las dos cAmaras que contenia a cualquier hembra o bien en la
camara neutra que no alojo a ningun individuo de forma permanente.

B) Encuentro/investigacion social, cualquier actividad o conducta realizada por el macho que
implico un contacto fisico donde una parte del cuerpo (no mayor al 25%) de un individuo esta
en contacto directo con una parte del cuerpo (no mayor al 25%) del otro individuo. Las
conductas cuantificadas como este tipo de interaccion fueron la inspeccion/olfaccion
anogenital, la exploracion social y/o el olfateo dirigido a un individuo.

C) Cerca pero no ClLaL, este tipo de interacciones reflejaron la proximidad “social” en
ausencia de contacto fisico. Se caracterizd por una postura similar al CLaL, pero difiere de
ésta al no existir un contacto fisico directo entre los individuos, es decir ambos individuos
estan cercanos uno del otro (menos de 5 cm de separacion), pero no en contacto fisico o una
cercania menor a 2 cm.

D) CLalL, el contacto corporal (menor a 2 cm) que involucra méas de la mitad de la longitud de
cada flanco entre el topillo macho y cualquiera de las dos hembras (Williams y cols. 1992;
Ahern y cols. 2009; McGraw y Young 2010; Young y cols. 2011). E) Abrazo, uno de los
individuos (principalmente el macho) poso su abdomen en torno al cuello o la mitad superior
del tronco del otro individuo (cominmente la hembra), simulando un “abrazo” (Thomas y
Birney 1979).
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Las primeras tres conductas (no contacto, encuentro y cerca pero no CLaL) se agruparon en la
categoria 1 que refiere a conductas no afiliativas; mientras que las dos Ultimas son conductas
afiliativas (CLaL y abrazo) que se agruparon en la categoria 2. Se determinaron estas
categorias conductuales de acuerdo al porcentaje de contacto fisico que se observa en cada
conducta y a que la expresion de algunas de ellas se ha asociado a la formacion del vinculo de
pareja (ver figura 3, Thomas y Birney 1979; Williams y cols. 1992; Ahern y cols. 2009;
McGraw y Young 2010; Young y cols. 2011; Stoesz y cols. 2013; Blocker y Ophir 2016;
Bales y cols. 2017).

Selectividad a la hembra de la pareja

Contacto fisico (% del cuerpo en contacto)

Conductas no afiliativas Conductas afiliativas propias de un vinculo de pareja
Categoria 1 Categoria 2

Figura 3. Set de conductas cuantificadas por el método de registro instantaneo

Durante la prueba de preferencia, el método de registro instantdneo (nuestra propuesta
metodoldgica) registrd un set de cinco conductas (no contacto, encuentro / investigacion
social, cerca pero no CLaL, CLaL y abrazo); las cuales se agruparon en conductas afiliativas
(categoria 2: CLaL y abrazo) y no afiliativas (categoria 1. (no contacto, encuentro /
investigacion social y cerca pero no CLaL), segln el porcentaje de superficie corporal puesta
en contacto y la especificidad de su expresidn en relacién con la familiaridad de la hembra.

El método de muestreo instantaneo propuesto realiz6 30 observaciones conductuales
“instantaneas”, en las cuales se registrd el comportamiento del macho dirigido, o no, a alguna
de las dos hembras. Cada observacién se realiz6 en intervalos de dos minutos a lo largo de la
ultima hora de la prueba de preferencia, cuando la observacion instantanea fue ambigua o la
calidad del video fue deficiente se dejoé “correr” la grabacion cinco segundos o se retrocedio la
misma cantidad de tiempo, esto con la intencion de clarificar la observacion que tiene lugar en
el preciso instante de los dos minutos. Se determiné analizar solo la Gltima hora de la prueba
conductual debido a que cuando se evaluaba la conducta con el método de muestreo continuo

notamos que el CLaL fue desplegado casi exclusivamente durante la tltima hora de la prueba
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de preferencia. Entonces al analizar solo la Gltima hora (en lugar de las tres horas de duracion
de la prueba), el muestreo instantaneo no se “perdié” de la expresion de esta conducta tan

importante, pero pudo reducir sustancialmente el tiempo de observacion.

6.4. Metodologia particular del experimento 1.
Muestra. Ninguna otra prueba conductual fue realizada previamente en este grupo de
individuos. En este experimento se utilizaron 10 hembras y 10 machos adultos virgenes,
sexualmente maduros, de una edad entre los 70 y 100 (dia post-nacimiento (DPN)). Solo un
macho fue tratado con solucidn salina (administracion intraperitoneal (i.p.) por siete dias) un
mes y medio antes de la prueba conductual, como parte de otro experimento.
Formacion de parejas. Cada pareja de topillos fue formada de manera arbitraria, por un macho
y una hembra no emparentados, un mes antes (como minimo) de ser evaluados en la prueba de
preferencia.
Seleccion de la hembra desconocida para la prueba de preferencia. Para asegurar, en cierta
medida, que el macho interactuara con hembras de caracteristicas muy similares y que solo
difieran en si existe o no una cohabitacion previa. Por lo tanto, se utiliz6 una hembra
desconocida con un estatus reproductivo similar al de la hembra de la pareja.
Determinacion del estatus reproductivo de las hembras estimulo. Utilizando la bitacora de
registro, fue posible inferir el estatus reproductivo de cada hembra (ej. gestante, lactante) y
categorizar las parejas en reproductivas (a aquellas parejas que han tenido crios al menos una
vez aunque estos hayan muerto) y no reproductivas (aquellas a las cuales no se les ha
registrado ningln nacimiento).
Criterios de inclusion / exclusion de las hembras estimulo. Cada una de las hembras fue
utilizada en una prueba de preferencia como hembra familiar, pero también “ocupd el papel”
de hembra desconocida en otra prueba. Las hembras no fueron utilizadas entre pruebas por al
menos siete dias, para no inducir un estrés cronico producto de la manipulacion constante.
Tampoco se utilizaron hembras con crios amamantando permanentemente (crios de una edad

menor de los 21 DPN), para evitar inducir estrés a la hembra y a los crios.
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6.5. Metodologia particular del experimento 2.
Muestra. La seleccion de los topillos de la pradera macho (n = 18) fue de manera arbitraria de
las parejas reproductoras de la colonia. Fueron separados de sus padres y sus hermanos una
vez que la identificacion del sexo era totalmente clara entre los 35 y 40 DPN. Solo se
incluyeron dos machos de la misma camada y pareja progenitora por cada grupo experimental.
Al momento de la prueba conductual, los machos tenian una edad de 70 DPN.
Tratamiento farmacologico. Cuando los machos alcanzaron la edad de 45 DPN se asignaron
en dos grupos para recibir un determinado tratamiento farmacolégico. El grupo experimental o
MK-801 (n = 10), recibio inyeccion i.p. diaria durante siete dias de 0.2 mg / kg de un
antagonista selectivo no competitivo del receptor NMDA, MK-801 (Sigma-Aldrich,
previamente diluido en solucién salina 0.9% NaCl). Mientras que el grupo salina o control (n
= 8), recibié una administracion similar a la del grupo experimental que involucrd solucion
salina (0.9% NaCl) en lugar de MK-801.
Formacion de parejas. Cuando los machos tratados (con salina y / o MK-801) alcanzaron la
madurez reproductiva (69 DPN) fueron colocados en una jaula con una hembra. Esta hembra
(su pareja) tuvo las siguientes caracteristicas: no estuvo emparentada con el macho, adulta, de
casi la misma edad que el macho, sexualmente madura y posiblemente receptiva. Una vez
alojado el macho en la misma caja que la hembra (con aserrin limpio, comida y agua ad
libitum), se permitié que cohabitaran libremente por 24 horas. Este tiempo se ha reportado
como suficiente para que los machos formen una preferencia y muy posiblemente un vinculo
con la pareja; de hecho, representa el periodo “estindar” para evaluar el impacto de una
manipulacion sobre la formacion del vinculo con la pareja (Williams y cols. 1992; Aragona y
Wang 2004; 2009).
Seleccién de la hembra desconocida. Después del periodo de cohabitacién (24 h), se
desarrollo la prueba de preferencia como se describid antes. La hembra desconocida fue casi
de la misma edad y peso que la hembra de la pareja, tampoco estuvo emparentada con el
macho, fue sexualmente madura y posiblemente receptiva. Estos criterios de
inclusion/exclusion virtualmente garantizan que la Unica diferencia entre hembras sea la

cohabitacidn previa con el macho (Zheng y cols. 2013; Blocker y Ohir 2015).
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Induccion de la receptividad sexual. Aunque la copula no es necesaria para la formacion del
vinculo de pareja, se ha asociado con un efecto facilitatorio (Williams y cols. 1992). Por lo
tanto, se indujo la receptividad sexual a la hembra de la pareja antes de la cohabitacion con el
macho y a la desconocida antes de la prueba de preferencia. Se utilizd un método previamente
validado, el cual involucra la exposicion durante 48 horas a aserrin proveniente de un grupo de
machos, dentro de los cuales uno era el macho con el cual se permitira cohabitar o interactuar

durante la prueba de preferencia (Blocker y Ophir 2015, 2016).

6.6. Estadistica.
La cuantificacion de las conductas analizadas, tanto por el muestreo continuo como por el
instantaneo, se realizo en hojas de registro conductual impresas. Posteriormente, los datos de
la conducta para ambos métodos de muestreo segln el experimento fueron digitalizados y
compilados en un libro electronico del programa Excel™ para Windows™ para luego ser
contrastados estadisticamente y graficados por el programa de computo GraphPad PRISM™,
version 5.01 para Windows™.
En el experimento 1, los datos del muestro continuo (duracion del CLaL y del tiempo en cada
camara; nimero de eventos observados para las entradas a la cAmara, montas y veces que el
macho roe la cadena) fueron contrastados en relacién con la familiaridad del macho con las
hembras (hembra familiar vs. hembra desconocida). Para realizar estas comparaciones
utilizamos las pruebas estadisticas no paramétricas para muestras no independientes de
Wilcoxon y Friedman, cuando eran dos o tres niveles de una misma variable, respectivamente.
El anélisis post hoc que sigui6 a la prueba de Friedman implicé una comparacién maltiple de
Dunn.
Luego, los datos obtenidos por el muestreo instantaneo en ambos experimentos involucraron
comparaciones de dos niveles para una misma variable, por lo tanto, cuando las
comparaciones se hacian dentro del mismo grupo se utilizd la prueba de medidas no
independientes de Wilcoxon; en cambio cuando los datos provenian de diferentes sujetos o se
hacian comparaciones entre tratamientos se recurrid a la prueba de medidas independientes de
Mann Whitney.
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Las 30 observaciones conductuales registradas por el método de muestreo instantdneo para las
cinco conductas (no contacto, encuentro/investigacion social, cerca pero no CLaL, CLaL y
abrazo) desplegadas por los machos pudieron ser contrastadas de manera individual (nimero
de observaciones para cada conducta) o de manera agrupada (nimero de observaciones para
cada categoria conductual) en relacion con la familiaridad de la hembra (familiar vs.
desconocida). Ademas, se calculd la conducta general del macho sin distinguir entre conducta
dirigida a la pareja y conducta dirigida a la hembra desconocida, al sumar el nimero de
observaciones para la hembra familiar con el de la hembra desconocida para cada conducta o
categoria conductual (categoria 1- conducta no afiliativa; categoria 2- conducta afiliativa).
Finalmente, se determind la asignacion de cada categoria conductual del macho en relacién
con la familiaridad de la hembra, para ello se calcularon los “cocientes de interaccién social”
(CIS) de la siguiente manera:
CIS = categoria conductual X dirigida a hembra Y / conducta X dirigida a hembra Y +
conducta X dirigida a hembra Z
Donde:

X = categoria conductual para analizar su asignacion (Categoria 1 / Categoria 2)

Y = hembra familiar

Z = hembra desconocida
Los CIS representaron la proporcion de observaciones de una categoria conductual que fueron
asignadas por el macho a una determinada hembra, en relacion con el total de interacciones de
esta categoria que fueron desplegadas por el macho a ambas hembras. Determinar los CIS
tuvo el propoésito de normalizar el niumero de los eventos u observaciones con la actividad
general de cada macho, al tomar en cuenta las diferencias inter-individuales en la actividad
general.
Considerando que el indicativo de la formacion del vinculo de pareja en el topillo de la
pradera macho es que los individuos de una pareja permanezcan por mas tiempo en CLaL (ej.
Williams y cols. 1992; McGraw y Young 2010); pero que a pesar que los topillos machos que
hayan formado un vinculo de pareja estos exploran por mas tiempo las pistas odoriferas de
otras hembras (Parker y cols. 2011). Entonces, pudimos sugerir que los machos que han

formado un vinculo afiliativo con una hembra le asignarian (preferencialmente) a esta hembra
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un mayor nimero de conductas afiliativas; esto implicaria que el CIS de la categoria 2 dirigido
a la hembra familiar sera significativamente més grande en comparacion con el CIS de la
categoria 1. Mientras que estos machos asignarian mas conductas no afiliativas a hembras
desconocida, lo cual seria representado por CIS de la categoria 1 méas grandes en comparacion

con CIS de la categoria 2 desplegados a las hembras desconocidas.
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7. Resultados.

7.1. Primer experimento.
Se analizaron las conductas desplegadas durante la prueba de preferencia por topillos macho,
que han cohabitado por més de un mes con su pareja, utilizando dos métodos de muestreo
distintos, uno continuo (como lo reporta la literatura) y otro instantdneo (una nueva propuesta)
para validar la utilidad de nuestra metodologia al analizar la conducta afiliativa —y no
afiliativa- del topillo de la pradera durante esta prueba (objetivo 1); y caracterizar el patrén

conductual desplegado por machos provenientes de vinculos duraderos (objetivo 2).

7.1.1. Resultados del andlisis conductual provenientes del método de muestreo
continuo.

Duracion total del CLaL durante 3 horas de observacion (método de muestreo continuo). La
familiaridad de la hembra (familiar-desconocida) tuvo un efecto significativo sobre la
expresion del CLaL desplegada por el macho. Se observd que la duracién del CLal,
determinada por el método de muestreo continuo, fue mayor con la hembra de la pareja en
comparacion con la desconocida (p = 0.031, prueba de Wilcoxon, ver gréfica 1). Las medias
del tiempo que permanecieron los machos (n = 7) con cada hembra son claramente diferentes,
pues con la hembra familiar la media fue de 36.57 min (11.58 error estandar de la media,
(EEM)); mientras que con la hembra desconocida solo permanecieron una media de 2.42 min
(2.1 EEM) (ver tabla 1).

Grafica 1. Duracion total del
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duracion (min) del CLaL que desplego el grupo de machos con
refieren al error estandar de la media (EEM).

cada hembra, los bigotes

ID del CLaL con la hembra CLaL con la hembra .
. . ; . . Preferencia del macho
topillo familiar (min) desconocida (min)
1 67 0 A la pareja
2 64 1 A la pareja
3 0 15 A la desconocida
4 0 0 No hay preferencia
5 28 0 A la pareja
6 70 0 A la pareja
7 27 1 A la pareja
Media 36.57 2.42
(EEM) (11.58) (2.1) -
Porcentaje de machos que expresan una preferencia de pareja 71 %
Porcentaje de machos que NO expresan una preferencia de pareja 29 %

Tabla 1. Proporcion de topillos de la pradera que mostraron una preferencia a la pareja
De los machos provenientes de un vinculo de pareja duradero (n = 7), el 71% (n = 5)
exhibieron una preferencia de pareja, de acuerdo al criterio establecido en estudios anteriores
(la permanencia en CLaL con la pareja por una duracion mayor al doble en comparacion con
la hembra desconocida; McGraw y Young 2010); del 29% restante (n = 2) un macho mostré
una preferencia a la hembra desconocida y otro no tuvo preferencia.

La tabla muestra la preferencia social de cada macho pero también la media y entre paréntesis
el EEM del tiempo que permanecié en CLaL con cada hembra.

Proporcion de machos que mostraron una preferencia de pareja (método de muestreo
continuo). En estudios previamente publicados, la preferencia de pareja fue determinada
cuando un macho permanecié en CLaL con su pareja por una duracién mayor al doble en
comparacion con la hembra desconocida (McGraw y Young 2010). Considerando esta
definicién, se encontré que 71% de los machos (n = 5) exhibié una preferencia de pareja;
mientras que en el restante 29% (n = 2) no desplego este tipo de preferencia (ver tabla 1).

Cuantificacién complementaria de otras conductas (método de muestreo continuo). La
familiaridad de la hembra no afectd significativamente el nimero de entradas a cada camara o
el nimero de veces que el macho roe la cadena (hembra familiar vs. hembra desconocida, p >
0.05, prueba de Wilcoxon, ver grafica 2 A y B). Al analizar la duracion que el macho

permanecio en cualquiera de las tres camaras, se observo un efecto significativo de la cdmara
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(p = 0.016, prueba de Friedman). Tras realizar el analisis post hoc, comparacion mdaltiple de
Dunn, se observé que el macho no permanecio por mas tiempo en la cdmara de una hembra en
particular (duracion en la camara, familiar vs. desconocida, p > 0.05). Pero, se observo una
diferencia significativa al comparar el tiempo que el macho permanecio en la camara neutra
con respecto a la cdmara que contenia a la hembra familiar (p < 0.05), mas no a la hembra

desconocida (p > 0.05) (ver grafica 2 C).
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1200 C) . Gréfica 2. Expresion de las conductas
i complementarias (método de muestreo
904 continuo)

La familiaridad de la hembra no influyd
significativamente sobre el nimero de entradas
a la camara (A), ni la conducta pro-social de
ayuda (B) de los machos (n = 7; hembra

Tiempo (min) en cada camara / 180 min
(media, EEM)
[}
o
1

304
7_'_ familiar vs. desconocida, p > 0.05, prueba de

0 % Wilcoxon). EI tiempo que los machos
Hembra Hembra Neutra permanecieron en cada camara (C) fue
familiar desconocida diferente significativamente (p = 0.016, prueba

de Friedman); el analisis post hoc, comparacion multiple de Dunn, revelé que los machos no
permanecieron por mas tiempo en la camara de una hembra en particular (duracion en la
camara, familiar vs. desconocida, p > 0.05). Pero, prefirieron permanecer mas tiempo en la
camara de la hembra familiar, mas no en la camara de la desconocida, a permanecer solos en
la camara neutra (p < 0.05, valor denotado por el asterisco). Las barras de las gréficas
representan la media y los bigotes refieren al EEM.

Por dltimo, durante las tres horas de videograbacion no se registraron intentos de copula

(montas) por parte de los machos dirigidos a alguna de las dos hembras.

43



7.1.2. Resultados del andlisis conductual provenientes del método de muestreo
instantaneo.

El andlisis de la conducta utilizando el método de muestreo continuo permitié conocer cuéles
conductas desplegadas por el macho fueron influenciadas significativamente por la
familiaridad de la hembra. Con esta referencia en mente, se utilizé el método de muestreo
instantaneo para determinar si la familiaridad de la hembra influye en la expresion de la
conducta afiliativa y no afiliativa del macho. La expresion de estas conductas fue analizada en
diferentes niveles, desde la expresion de cada conducta independiente, la agrupacion de
conductas entre dos categorias (categoria 1- conducta no afiliativa; categoria 2- conducta
afiliativa), hasta la asignacion diferencial de la conducta (afiliativa vs. no-afiliativa) del
macho, dependiendo de la familiaridad de la hembra. Para el muestreo continuo se utilizaron
datos de siete machos, provenientes de igual nimero de parejas; mientras que en el muestreo
instantdneo se analiz6 la conducta de esos mismos machos y se amplié el nimero de
individuos a diez.
Efecto de la familiaridad de la hembra sobre el nimero de observaciones de cada conducta
(método de muestreo instantaneo). La familiaridad de la hembra no afecté significativamente
el nimero de observaciones de los siguientes estados conductuales (ver metodologia para
definiciones operacionales de cada conducta): no contacto, encuentro, cerca pero no CLaL,
CLaL y abrazo) (hembra familiar vs. hembra desconocida, p > 0.05, prueba de Wilcoxon, ver
tabla 2). Sin embargo, al revisar la expresion promediada de cada conducta (valores en
negritas de las medias en tabla 2) se pudo observar una tendencia general del macho para

expresar ciertas conductas en relacién con la familiaridad de la hembra.

- Hembra
Hembra familiar -
(# observaciones —desconoc!da
Conducta q (# observaciones Valor de p
el muestreo
X ) del muestreo
instantaneo) . .
instantaneo)
No contacto 2.3 (1.012) 5.6 (2.023) 0.109
Encuentro / investigacion social 0.5 (0.223) 2.4 (1.097) 0.070
Cerca pero no CLaL 0.6 (0.221) 1.9 (0.887) 0.116
ClLaL 5.9 (2.052) 2.3 (1.325) 0.146
Abrazo 4.9 (2.312) 2.6 (1.681) 0.250
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Tabla 2. Efecto de la familiaridad de la hembra sobre la expresion particular de la
conducta del macho (método de muestreo instantaneo)

La familiaridad de la hembra no modifico estadisticamente el nimero de observaciones de
ninguna de las conductas cuantificadas por el método de muestreo instantaneo que fueron
desplegadas por el grupo de machos (n = 10) que han cohabitado por mas de un mes con una
hembra. Sin embargo, al considerar las medias se observé una tendencia de los machos por
exhibir mas conductas afiliativas con la hembra familiar y mas conductas no afiliativas con la
desconocida (valores en negritas).

Las comparaciones fueron hechas con la prueba de Wilcoxon, considerando como a p < 0.05
como valor estadisticamente significativo. En la tabla se representa la media del nimero de
observaciones para cada conducta y entre paréntesis se representa el EEM.

El macho realiz6 un mayor nimero de conductas no afiliativas (no contacto, encuentro, cerca
pero no CLaL) con la hembra desconocida; y de manera contraria, realiz6 mas conductas
afiliativas (CLaL y abrazo) con su pareja. Estos despliegues van en el sentido de nuestra
prediccion que sefiala la expresion diferencial de conductas afiliativas influidas por la
familiaridad de la hembra.

Efecto de la familiaridad de la hembra sobre el numero de observaciones de conductas
afiliativas (Categoria 2) y no afiliativas (Categoria 1) (método de muestreo instantaneo). Para
determinar si la familiaridad de la hembra influyé en la expresion de las conductas no
afiliativas (no contacto, encuentro y cerca pero no CLalL agrupadas en la categoria 1) y
afiliativas (CLaL y abrazo agrupadas en la categoria 2) desplegadas por el macho, se utilizaron
dos comparaciones. En la primera, se prob6 el efecto de la familiaridad de la hembra (variable
independiente) sobre el nimero de observaciones de cada categoria conductual; estas
comparaciones aparecen de manera horizontal en la tabla 3. En la segunda, se probo el efecto
de la categoria conductual (variable independiente) sobre el nimero de observaciones dirigidas
a la hembra familiar y a la hembra desconocida; estas comparaciones aparecen de manera
vertical en la tabla 3. No se encontré un efecto significativo de la familiaridad de la hembra
(familiar vs. desconocida) sobre el nimero de observaciones de cada categoria conductual
(categoria 1 / categoria 2); ni tampoco de la categoria conductual (categoria 1 vs. categoria 2)
sobre el niUmero de observaciones dirigidas a la hembra familiar y a la hembra desconocida (p
> 0.05, prueba de Wilcoxon). No obstante, se observaron algunas tendencias que permiten
suponer que la familiaridad de la hembra indujo un efecto sutil (pero no estadisticamente

significativo) sobre la frecuencia con la cual el macho desplego la conducta afiliativa y no
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afiliativa. Estas tendencias involucran, como lo muestran las medias en la tabla 3, una mayor
frecuencia de conductas afiliativas desplegadas por los machos a su pareja; mientras que con
las hembras desconocidas este grupo de machos desplegaron una mayor frecuencia de
conductas no afiliativas. Al comparar la conducta del macho desplegada a la hembra de la
pareja, la conducta afiliativa resulté muy cercana a ser estadisticamente mayor en comparacion

la conducta no afiliativa (p = 0.053, prueba de Wilcoxon, valor en negritas tabla 3).

Hembra familiar Hembra desconocida
Categoria conductual (# observaciones del (# observaciones del Valor de p
muestreo instantdneo) | muestreo instantaneo)
Conducta no afiliativa
(categoria 1) 3.4 (1.127) 9.9 (3.278) 0.082
Conducta afiliativa
(categoria 2) 10.8 (3.705) 4.9 (2.979) 0.153
Valor de p 0.053 0.156 --

Tabla 3. Efecto de la familiaridad de la hembra sobre la expresion de la conducta
afiliativa y no afiliativa del macho (método de muestreo instantaneo).

La familiaridad de la hembra no modifico estadisticamente el nimero de observaciones de
ninguna de las categorias conductuales, registradas por el método de muestreo instantaneo, las
cuales fueron desplegadas por el grupo de machos (n = 10) que han cohabitado por mas de un
mes con una hembra.

Sin embargo, los machos mostraron una tendencia para desplegar mas conductas de la
categoria 2 con la hembra de la pareja y mas conductas de la categoria 1 con la hembra
desconocida. Ademas, al comparar la expresion de las dos categorias conductuales para la
hembra familiar esta casi fue estadisticamente significativa (categoria 1 vs. categoria 2; p =
0.053, en negritas).

Las comparaciones fueron hechas con la prueba de Wilcoxon, considerando como a p < 0.05
como valor estadisticamente significativo. En la tabla se representa la media del niamero de
observaciones para cada categoria conductual y entre paréntesis se representa el EEM.

Efecto de la familiaridad de la hembra sobre la asignacion de la conducta del macho (método
de muestreo instantaneo). EI ambiente impone a los individuos una serie de requerimientos
para sobrevivir y reproducirse, entonces los organismos deben tomar decisiones para
adecuarse a estos “desafios”. Una manera de hacerlo es al asignar su conducta de manera
diferencial; es decir, favorecer un determinado despliegue conductual sobre otro en un
determinado momento o contexto (Silk 2007; Snell-Rood 2013). La comparacion cuantitativa

de la asignacion conductual entre individuos requiere considerar las diferencias entre
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individuos inherentes a su actividad total. Por ello, en el presente anélisis, se calculo y
compard la proporcion de observaciones de cada categoria conductual (afiliativa y no
afiliativa) dirigida a la hembra familiar, asi como la proporcion dirigida a la hembra
desconocida del total observaciones de cada categoria. Entonces, al considerar las
proporciones de observaciones asignadas a cada hembra por medio de los cocientes de
interaccion social (CIS, ver metodologia) fueron eliminados ciertos efectos estadisticos
derivados de variaciones inter-individuales en la expresion general de la conducta. A
continuacion se probo el efecto de la familiaridad de la hembra sobre la expresion de los CIS
para la conducta afiliativa (categoria 2) y no afiliativa (categoria 1), considerando el supuesto
que los machos que han formado un vinculo afiliativo con una hembra le asignarian a ésta una
mayor proporcion de su conducta afiliativa; mientras que con una hembra desconocida el
macho asignaria a ésta una mayor proporcion de su conducta no afiliativa. Los resultados
indican que este supuesto se cumple, dado que los machos que han cohabitado por méas de un
mes con la hembra de la pareja (n = 10) desplegaron a esta hembra un CIS de la categoria 2
significativamente mas grande en comparacion con el CIS de la categoria 1 (p = 0.019, prueba
de Wilcoxon, ver grafica 3). Mientras que en el caso de la hembra desconocida se observo lo
contrario, el CIS de la categoria 1 fue significativamente mas grande que el de la categoria 2
(p = 0.039, prueba de Wilcoxon). Este patron confirma que el macho asigné de manera
diferencial la conducta afiliativa y no afiliativa, en razén de la familiaridad con la hembra; lo
cual podria ser equivalente a la preferencia de pareja cuantificada por el método de muestreo
continuo, en este mismo grupo de machos.
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la categoria 2 dirigido a la pareja fue mayor en comparacion con el CIS de la categoria 1 (p =
0.019, prueba de Wilcoxon); mientras que para la hembra desconocida, el CIS de la categoria
1 fue estadisticamente mas grande que el de la categoria 2 (p = 0.039, prueba de Wilcoxon).
El CIS reflejé la proporcion de observaciones de una misma categoria conductual asignadas
por el macho a una hembra definida, en relacion con el total de observaciones de esta categoria
(ver metodologia). Las barras de la gréafica representan la media de cada CIS y los bigotes al
EEM. Los asteriscos denotan un valor estadisticamente significativo, p < 0.05.

7.2. Segundo experimento.
Para determinar los efectos del antagonismo cronico del receptor NMDA sobre la conducta
afiliativa del topillo de la pradera macho (objetivo 3) se analiz6 la conducta desplegada,
durante la prueba de preferencia, por un grupo de machos control y otro grupo tratado
cronicamente con MK-801. La conducta fue analizada por el método de muestreo instantaneo
que contempld el nimero observaciones para: a) cada conducta y categoria conductual sin
distinguir entre la conducta dirigida a la pareja o la hembra desconocida; ¢ bien para: b) cada
conducta, b) categoria conductual; y e) la asignacion de cada categoria en relacién con la

familiaridad de la hembra.

7.2.1. Efecto del tratamiento cronico con MK-801 sobre el nimero de observaciones
de conducta sin distinguir entre conducta dirigida a la pareja y conducta dirigida a
la hembra desconocida (método de muestreo instantaneo).
Para determinar si el tratamiento con MK-801 indujo alteraciones sobre la conducta afiliativa
y no afiliativa dirigida por el macho sin considerar la familiaridad de la hembra, primero se
sumd el namero de observaciones para la hembra familiar con el de la hembra desconocida
para cada conducta (no contacto, encuentro, cerca pero no CLalL, CLaL y abrazo) o categoria
conductual (categoria 1- conducta no afiliativa; categoria 2- conducta afiliativa); y después se
compard esta interaccion total para cada conducta o categoria conductual entre tratamientos
(machos salina (n = 8) vs. machos MK-801 (n = 10)), pero no encontramos diferencias
significativas (p > 0.05; prueba de Mann Whitney, ver tabla 4).
Por lo tanto, estos resultados no cumplen con la primera prediccion sobre los posibles efectos
de MK-801, debido a que no observamos una disminucién (pero tampoco un incremento) en la

expresion de la conducta afiliativa y no afiliativa ni tampoco un incremento en la conducta
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antisocial (actividad en la cAmara neutra) desplegada por los machos MK-801 con relacion

con los salina.
# total de observaciones (muestreo
. . , Valor de
Tipo de conducta instantaneo)
Salina MK-801 P
Cémara neutra 2.25 (0.674) 2.0 (0.494) 0.481
No contacto 9.625 (2.666) 8.4 (1.796) 0.500
Encuentro / investigacion social 2.375 (0.263) 2.8 (0.727) 0.500
Cerca pero no CLalL 2.25 (0.75) 4.5 (1.035) 0.075
ClaL 9.75 (2.576) 9.8 (2.070) 0.482
Abrazo 3.375 (1.558) 2.4 (0.819) 0.410
Conducta no afiliativa (ctg. 1) 14.25 (2.603) 15.7 (1.978) 0.344
Conducta afiliativa (ctg. 2) 13.13 (3.061) 12.2 (2.250) 0.411

Tabla 4. Efecto del tratamiento con MK-801 sobre el nUmero de observaciones de la
conducta sin distinguir la familiaridad de la hembra (método de muestreo instantaneo).
Al comparar el nimero total de observaciones para cada conducta o categoria conductual
desplegada por los machos tratados con MK-801 (n = 8) con los tratados con salina (n = 8) no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05, prueba de Mann
Whitney).

La tabla muestra la media del total de observaciones para cada conducta o categoria
conductual (sin considerar la familiaridad de la hembra) desplegada por los machos de ambos
grupos experimentales y entre paréntesis se representa el EEM.

7.2.2. Efecto del tratamiento cronico con MK-801 sobre el nimero de observaciones
de cada conducta dirigidas a la hembra familiar y a la hembra desconocida

(método de muestreo instantaneo).
Primero, para determinar si la familiaridad de la hembra afectd la conducta de machos tratados
con MK-801, y/o de machos tratados con salina, se considero la familiaridad de la hembra
como variable independiente, y la conducta desplegada por los machos tratados con salina, asi
como la conducta de los machos tratados con MK-801 como variables dependientes. El
analizar de los datos del tratamiento MK-801 y del tratamiento salina por separado muestra
que tanto en el grupo de machos del grupo salina (n = 8) como en el grupo MK-801 (n = 10) la

familiaridad de la hembra no afect6 el nUmero de observaciones de las conductas individuales
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(no contacto, encuentro, cerca pero no CLaL, CLaL y abrazo; familiar vs. desconocida, p >
0.05, prueba de Wilcoxon, tabla 5).

Salina MK-801
Tratamiento (# observaciones del (# observaciones del
. . Valor . . Valor
muestreo instantneo) de muestreo instantneo) de
Hembra Hembra P Hembra Hembra P
Conducta . . i ;
familiar | desconocida familiar desconocida
4.125 55 4.5 3.9
No contacto 1.329) | (1s61) | 2280 | (1.285) ©0.795) | 9198
Encuentro / 1.5 0.875 0.8 2.0
investigacion social | (0.327) | (0.350) | 2?80 | (0.326) ©.760) | 9130
1.875 0.375 2.6 1.9
Cerca pero no CLaL (0.742) (0.263) 0.053 (1.024) (0.912) 0.264
7.0 2.75 7.0 2.8
Clal 2138) | (223a) | 2970 (2436 (1541) | 9166
3.0 0.375 1.4 1.0
Abrazo (1.5) (0.263) 0.071 (0.67) (0.516) 0.417

Tabla 5. Efecto de la familiaridad de la hembra sobre la expresion particular de la
conducta de machos tratados con salinay MK-801.

En el grupo de machos tratados con salina 6 MK-801 (n = 8 y 10, respectivamente), la
familiaridad de la hembra no indujo una diferencia significativa en el ndmero de
observaciones para alguna conducta en particular. Sin embargo, se presentaron algunas
tendencias que apuntan en el sentido de la hipotesis; debido a que los machos salina, pero no
los tratados con MK-801, desplegaron mas interacciones de abrazo con la hembra de la pareja
gue con la hembra desconocida (valores en negritas). Las comparaciones fueron hechas con la
prueba de Wilcoxon, consideramos el valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.
En la tabla se representa la media del numero de observaciones cada conducta y entre
paréntesis se representa el EEM.

De manera similar, al considerar el tratamiento (MK-801 o salina) como la variable
independiente, no se encontrd un efecto estadisticamente significativo del tratamiento sobre el
numero de observaciones de cada conducta dirigida a la pareja ni a la hembra desconocida
(salina vs. MK-801, p > 0.05, prueba de Mann Whitney, ver tabla 6).

Sin embargo, al considerar las medias, se pudo observar las siguientes tendencias: 1) los
machos del grupo salina desplegaron mas conductas de abrazo con la hembra de la pareja, en
comparacion con la desconocida; pero el grupo de machos MK-801 desplegd un nimero
similar de esta conducta a la hembra familiar y a la desconocida (valores en negritas tabla 5).

Esta tendencia sigue la direccidn de la prediccion iii, que implica el que un macho MK-801
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dirigiria la conducta afiliativa (y no afiliativa) de manera indistinta segin la familiaridad de la
hembra. 2) los machos del grupo salina dirigieron méas conductas de abrazo a la hembra de la
pareja, en comparacion con los machos del grupo MK-801; mientras que de manera opuesta,
los machos del grupo MK-801 desplegaron mas conductas de abrazo con la hembra
desconocida en comparacién con los machos salina (valores en negritas tabla 6). Dicha
tendencia apuntd en el sentido de la prediccion ii, que implica que los machos desplegarian

conductas afiliativas a la hembra desconocida.

Familiaridad de Ia Hembra familiar Hembra desconocida
(# observaciones del Valor (# observaciones del | Valor
hembra . ) X .
muestreo instantaneo) dep muestreo instantaneo) | dep
Conducta Salina MK-801 Salina MK-801
4.125 4.5 5.5 3.9
No contacto (1.329) (1.285) 0.464 (1.861) (0.795) 0.343
Encuentro / 1.5 0.8 0.875 2.0
investigacion social ©0327) | 32 | 293 | (03500 | (0.760) | O?72
1.875 2.6 0.375 1.9
Cerca pero no CLalL (0.742) (1.024) 0.325 (0.263) (0.912) 0.122
7.0 7.0 2.75 2.8
Clal 2138) | (2436) | %9 | (0234) | (1541) | O39°
3.0 1.4 0.375 1.0
Abrazo (1.5) 067y | %210 | 0263 | (0516) | %306

Tabla 6. Efecto del tratamiento con MK-801 sobre la expresion particular de la conducta
en relacion con la familiaridad de la hembra

No se presentaron diferencias significativas al comparar el nimero de observaciones para cada
conducta en relacion con la familiaridad de la hembra por los machos tratados con salina (n =
8) en comparacion con los MK-801 (n = 10). Pero, cuando se consideraron las medias se
observo la tendencia de los machos tratados con MK-801 a dirigir mas conductas de abrazo,
que los machos tratados con salina, a la hembra desconocida; y menos conductas de abrazo en
el grupo tratado con MK-801 en comparacion con los machos tratados con salina para la
hembra familiar (valores en negritas).

Las comparaciones fueron hechas con la prueba de Mann Whitney, consideramos el valor de p
< 0.05 como estadisticamente significativo. En la tabla se representa la media del nimero de
observaciones para cada conducta y entre paréntesis se representa el EEM.

En conjunto, estos resultados no apoyan estadisticamente un efecto significativo del
tratamiento farmacologico. Sin embargo, los datos sugieren un efecto sutil del tratamiento
sobre la expresion de la conducta del topillo macho en relaciéon con la familiaridad de la

hembra.
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7.2.3. Efecto del tratamiento cronico con MK-801 sobre el nimero de observaciones
de conductas afiliativas (Categoria 2) y no afiliativas (Categoria 1) (método de
muestreo instantaneo).

Para determinar si el tratamiento crénico con MK-801 indujo una alteracion sobre la expresion
de la conducta no afiliativa (categoria 1) y afiliativa (categoria 2), se establecieron tres tipos de
comparaciones segun: el tratamiento, la categoria conductual y la familiaridad de la hembra
como variables independientes.

Tratamiento (Salina vs. MK-801) como variable independiente. Primero probamos si hubo un
efecto del tratamiento sobre el numero de observaciones de conductas de la categoria 1 6 la
categoria 2. En este analisis se consideré de manera independiente la conducta dirigida a la
hembra pareja y a la hembra desconocida. Ninguna comparacion resultd ser estadisticamente

significativa (salina vs. MK-801, p > 0.05; prueba de Mann Whitney, ver tabla 7).

Hembra familiar Hembra desconocida
) (# observaciones del | Valor (# observaciones del Valor
Categoria conductual ) ] ) ]
muestreo instantaneo) | dep muestreo instantaneo) dep
Salina MK-801 Salina MK-801
Conducta no afiliativa 7.5 7.9 6.750 7.8
(categoria 1) wsel) | (1670) | 000 | 1567y | (1576 | %280
Conducta afiliativa 10.0 8.4 3.125 3.8
(categoria 2) 2940)| (2857) | %% | (2460) | (1659) | 23%°

Tabla 7. Efecto del tratamiento cronico con MK-801 sobre la expresion de la conducta
afiliativa y no afiliativa del macho

Los machos tratados con MK-801 (n = 10) en comparacién con los tratados con salina (n = 8),
no mostraron alteraciones significativas en la expresién de alguna de las categorias
conductuales dirigidas a una hembra en particular (p > 0.05; prueba de Mann Whitney).

La tabla muestra la media del nimero de observaciones para cada categoria conductual y entre
paréntesis se representa el EEM.

Categoria conductual (categoria 1- conducta no afiliativa; categoria 2- conducta afiliativa)
como variable independiente. En segundo lugar, se analiz6 de manera independiente la
conducta expresada por machos tratados con MK-801 y la conducta expresada por los machos

tratados con salina, considerando la categoria conductual como variable independiente
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(categoria 1 vs. categoria 2, ver comparaciones verticales en la tabla 8). Los datos muestran
que la categoria conductual no afect6 significativamente el nimero de observaciones dirigidas
a la hembra familiar dentro del grupo de machos tratados con salina ni en los tratados con
MK-801 (p > 0.05; prueba de Wilcoxon, ver tabla 8; comparaciones verticales). Pero, si se
observé un efecto significativo de la categoria conductual en la respuesta de los machos
tratados con MK-801 dirigida a la hembra desconocida, este efecto representa un incremento
significativo en la expresion de la conducta no afiliativa (categoria 1) comparada a la conducta
afiliativa (categoria 2) (p = 0.018, prueba de Wilcoxon, comparacion denotada con asteriscos,
ver tabla 8). Para el grupo de machos tratados con salina se observé una tendencia similar, que
no alcanzo la significancia estadistica (p = 0.102, prueba de Wilcoxon, ver tabla 8).
Familiaridad de la hembra (familiar / desconocida) como variable independiente. En tercer
lugar, dentro de cada tratamiento se contrastd la expresion de la misma categoria conductual
(categoria 1 / categoria 2) dirigida a la hembra familiar en comparacién con la desconocida
(ver comparaciones horizontales en la tabla 8). Se encontré que los machos tratados con
salina, pero no los tratados con MK-801, desplegaron la categoria 2 preferentemente con la
hembra de la pareja (categoria 2, familiar vs. desconocida, p = 0.054, prueba de Wilcoxon,
valor de p en negritas). Este resultado apoya la prediccion iii, que implica el que un macho
MK-801 no dirigiria preferencialmente la conducta afiliativa.

Salina MK-801
(# observaciones del | \/z10r (# observaciones del valor
Categoria conductual Mmuestreo instantaneo) | ge p muestreo instantaneo) dep
Hembra Hembra Hembra Hembra
familiar | desconocida familiar | desconocida
Conducta no afiliativa 7.5 6.750 7.9 78 *
(categoria 1) asel) | (1s67) | 034 | (we70) | (1576) | 9990
Conducta afiliativa 10.0 3.125 8.4 38 *
(categoria 2) 2940) | (2460) | 99| (2857) | (1e59) | O1°3
Valor de p 0.311 0.102 - 0.269 0.018 * -

Tabla 8. Expresion de la conducta afiliativa y no afiliativa de los machos tratados con
salina y MK-801 en relacion con la familiaridad de la hembra.

Para el grupo salina (n = 8), pero no para el MK-801 (n = 10), la expresion de la conducta
afiliativa tiende a ser influenciada por la familiaridad de la hembra (p = 0.054, prueba de
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Wilcoxon, valor en negritas). Mientras que solo en el grupo MK-801 se observo un despliegue
estadisticamente diferente de las categorias conductuales en relacion con la hembra
desconocida (p = 0.018, prueba de Wilcoxon, denotada por el asterisco).

La tabla muestra la media del nimero de observaciones para cada categoria conductual y entre
paréntesis se representa el EEM.

7.2.4. Efecto de la familiaridad de la hembra sobre la asignacién de la conducta de los
machos tratados con salina y MK-801 (método de muestreo instantaneo).

En el grupo de machos tratados con salina se observé un efecto significativo de la familiaridad
de la hembra sobre la asignacion de la conducta afiliativa y no afiliativa, debido a que se
observo un CIS de la categoria 2 significativamente méas grande en comparacion que el de la
categoria 1, dirigido a la hembra de la pareja (p = 0.029, prueba de Wilcoxon, ver gréfica 4
A). Mientras que para la hembra desconocida, el CIS fue significativamente mayor para la
categoria 1 en comparacién con la 2 (p = 0.029, prueba de Wilcoxon). Este resultado confirmo
el supuesto de la asignacion diferencial de la conducta afiliativa y no afiliativa del topillo de la
pradera macho en relacion con la familiaridad de la hembra (también observado en el grupo de
machos del experimento 1).

Categoria 1 Categoria 1

@l Categoria 2 C ;
— * — ategoria 2
8 10y —— T 10, B Categ
(8] Q
? ?
c 0.81 c 0.8
O ~ Q<=
c = S =
2 oo 3 os:
2d g2g
o 3 041 3 2 044
o £ T £
2 02 27 021
() Q
© o
8 oo r r 8 00 r T
Familiar Desconocida Familiar Desconocida
Grupo salina Grupo MK-801

Gréfica 4. Asignacién de la conducta afiliativa y no afiliativa en relacién con la
familiaridad de la hembra en los machos tratados con salina y MK-801

El grupo de machos tratados con salina (n = 8) mostr6 un CIS de la categoria 2
estadisticamente mas grande en comparacion que el de la categoria 1, para la hembra familiar
(p = 0.029); mientras que para la hembra desconocida, el CIS de la categoria 1 fue
estadisticamente mas grande con respecto al de la categoria 2 (p = 0.029). Estos resultados
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sugieren la asignacion diferencial de conductas afiliativas y no afiliativas en relacion con la
familiaridad de la pareja en el grupo de machos tratados con salina. Pero, el grupo de machos
tratados con MK-801 (n = 10) no asigno de manera diferencia su conducta, ya que ninguna de
estas mismas comparaciones resultd ser estadisticamente significativa (p > 0.05).

El CIS reflej6 la proporcion de conductas de una misma categoria asignadas por los machos
(de un mismo grupo salina / MK-801) a una hembra definida (familiar — desconocida), en
relacién con el total de observaciones de esta categoria (ver metodologia). Las barras de la
grafica representan la media de cada CIS y los bigotes al EEM. Las comparaciones
estadisticas fueron hechas con la prueba de Wilcoxon, los asteriscos denotan un valor
estadisticamente significativo, p < 0.05.

Al contrario, el grupo de machos tratados con MK-801 no mostrd este patron conductual, pues
los CIS no difieren significativamente en relacion con alguna hembra en particular, incluso los
datos ni siquiera muestran una tendencia (p > 0.05, prueba de Wilcoxon, ver grafica 4 B).

Por lo tanto, es muy probable que los efectos del tratamiento crénico con MK-801 involucren
una alteracion en la asignacion diferencial de la conducta afiliativa y no afiliativa del topillo de

la pradera macho en relacion con la familiaridad de la hembra.
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8. Discusion.

En el presente estudio, se caracterizd el patron conductual de un grupo de topillos de la
pradera machos que cohabitaron por mas de un mes con su pareja, por medio de dos métodos
de muestreo conductual. El primero, un método de muestreo continuo, permitio identificar que
la familiaridad de la hembra influyo significativamente sobre el tiempo que permanecieron los
machos en contacto lado a lado (CLaL) y también que la mayoria de machos (71%) exhibieron
una preferencia de pareja. El segundo fue un método de muestreo instantaneo, que redujo
notablemente el tiempo de coleccion de datos y permitié reportar que la familiaridad de la
hembra indujo una asignacién diferencial de la conducta afiliativa y no afiliativa del topillo
macho. La asignacion diferencial en los machos fue caracterizada por una mayor proporcién
de conductas afiliativas en comparacién con la proporcion de conductas no afiliativas dirigidas
a la hembra de la pareja, mientras que asignaron un mayor nimero de conductas no afiliativas
en comparaciéon con las conductas afiliativas a la hembra desconocida. Los resultados de
ambos métodos de muestreo fueron similares en relacién con la conducta afiliativa desplegada
por los machos. Por lo tanto, es posible proponer que las conductas afiliativas como el CLaL y
la preferencia de pareja pueden caracterizar a vinculos de pareja duraderos.

En el segundo experimento, se utilizé el método de muestreo instantaneo para determinar los
efectos de antagonizar crénicamente el receptor NMDA (con MK-801) sobre la conducta
afiliativa del topillo de la pradera macho. Se encontré un efecto selectivo de MK-801 que
impidié que este grupo de machos asignaran diferencialmente su conducta afiliativa y no
afiliativa en relacion con la familiaridad de la hembra. Por el otro lado, se observé la
asignacién diferencial de la conducta afiliativa y no afiliativa en relacién con la familiaridad
de la hembra en los machos tratados con solucion salina (grupo control). Entonces, es posible
sugerir que el bloqueo artificial del receptor NMDA en la etapa adulta y sus consecuencias
neurobioldgicas indujeron alteraciones en la asignacion diferencial de la conducta afiliativa y

no afiliativa del topillo de la pradera macho en relacion con la identidad de una hembra.
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Caracterizacion de la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho que pertenece a un
vinculo de pareja duradero, segun el método (de registro continuo) previamente publicado.
Para evaluar la preferencia de pareja, un indicador de la formacion del vinculo de pareja en el
topillo de la pradera, se requiere que dos individuos del sexo opuesto hayan cohabitado por un
determinado tiempo; normalmente este periodo es corto (6 0 24 horas) y segin su duracion se
puede 0 no impedir la copula (Aragona y cols. 2006; Liu y cols. 2010; Young Yy cols. 2014;
Blocker y Ophir 2015; ver Aragona y Wang 2004; 2009). En el paradigma de cohabitacion de
24 horas, no se impide la copula e inmediatamente después de que transcurrié este periodo se
evalua la eleccion social del individuo focal (en el presente caso, un macho) por medio de la
prueba de preferencia (Williams y cols. 1992; Aragona y Wang 2004, 2009). Durante esta
prueba se cuantifica por medio de un método de registro continuo la duracién del CLaL
dirigido por el individuo focal a cualquiera de los dos individuos estimulo, y posteriormente se
determina si existe una preferencia individual por permanecer en CLaL con alguno de los
individuos estimulo (en el presente caso, la hembra de la pareja y una hembra desconocida que
pertenece a otra pareja con un mismo estatus reproductivo, ver metodologia). La preferencia es
determinada cuando el individuo focal permanecié por mas del doble de tiempo en CLaL con
un individuo focal en comparacion con el otro; una preferencia de pareja indica que el
individuo focal ha formado un vinculo de pareja con el individuo que previamente cohabito
(Williams y cols. 1992; McGraw y Young 2010; Young y cols. 2011; Blocker y Ophir 2015;
2016).

En el primer experimento se evalud la preferencia de pareja del grupo de machos que han
cohabitado por mas de un mes con una hembra. Comparando la duracién del CLalL, los
machos permanecieron significativamente por mas tiempo con la hembra de su pareja en
comparacion con la desconocida (grafica 1); mientras que al determinar la preferencia de cada
individuo (de acuerdo al criterio antes mencionado) determinamos que el 71% (n = 5) de los
machos mostré una preferencia de pareja (tabla 1). Por lo tanto, podernos sugerir que los
machos pertenecientes a un vinculo de pareja duradero despliegan el CLaL de manera
preferencial con la hembra de su pareja.

Con base en estos resultados, podria proponerse que la expresion preferencial del CLalL

representa un indicador conductual de los vinculos de pareja duraderos, y no solo de los
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procesos iniciales como la formacion del vinculo (Aragona y Wang 2004, 2009). Entonces,
para los topillos macho la expresion “sostenida” —a lo largo de periodos prolongados- del
CLaL puede participar en la facilitacion de procesos como el mantenimiento/reforzamiento del
vinculo, lo cual era exclusivo de otros indicadores conductuales como la agresividad selectiva
(Aragona y cols. 2006; Gobrogge y cols. 2007; Gobrogge y Wang 2011, 2016) y el cuidado
biparental (Gobrogge y Wang 2016; Lieberwirth y Wang 2016; Numan y Young 2016).

En la naturaleza, los individuos que adoptan la monogamia “deben” distinguir a su pareja de
otras por medio de la expresion de ciertas conductas afiliativas; por ejemplo, la afiliacion
selectiva (contacto fisico y proximidad social) distingue a los miembros de una pareja durante
temporadas reproductivas y no reproductivas (Stoesz y cols. 2013). La afiliacion selectiva y
otras conductas afiliativas que distinguen a los miembros de una pareja se han observado en
condiciones naturales y semi-naturales en el topillo de la pradera (Thomas y Birney 1979;
Getz y Hofmann 1986; Getz y cols. 1990; Getz y Carter 1996). En el laboratorio, la expresion
diferencial del CLaL puede reflejar en cierta medida la afiliacion selectiva, pero Gnicamente se
habia reportado después de un periodo de cohabitacidn de 24 horas (ej. Aragona y cols. 2006)
y en dos estudios después de una cohabitacion de 7 dias (Ahern y cols. 2009; Ahern y Young
2009). En el presente trabajo, se mostré que los topillos de la pradera machos expresaron de
manera diferencial el CLaL (una mayor duracién con la pareja) después de mas de un mes de
cohabitacion. Entonces, se sugiere que la expresion diferencial del CLaL puede reflejar en
condiciones de laboratorio la afiliacion selectiva observada en la naturaleza a lo largo de
periodos de tiempo considerables.

Ademas, la proporcion de los machos que desplegaron la preferencia de pareja (71 %) fue muy
similar a las proporciones previamente reportadas de individuos que adoptan la monogamia (=
60-75% basado en Getz y cols. 1993; Salomon 1993; Salomon y Jacquot 2002). También, la
proporcion de machos que no mostraron una preferencia de pareja (29%) en el presente
trabajo, corresponde con el porcentaje de topillos (= 25 - 40 %) conocidos como
“deambuladores” que prefieren copular de manera promiscua (Getz y cols. 1993; Salomon y
Jacquot 2002; Ophir y cols. 2008; McGuire y Getz 2010; McGuire y cols. 2013; Ophir 2017).
Por lo tanto, podriamos sugerir que la preferencia de pareja quizé distinga a los individuos (en

este caso machos) que adopten la monogamia. Es decir, la preferencia de pareja no solo seria
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un indicador de la formacion del vinculo de pareja, sino que podria asociarse a un indicador
individual de la eleccion de un sistema de copula. Sin embargo, se requieren de experimentos
puntuales para probar esta idea.

Por otro lado, la familiaridad de la hembra no influyé significativamente en: 1) el nimero de
veces que el topillo macho entré a cada cdmara; 2) el tiempo que permanecio6 el macho en cada
camara; 3) la conducta pro-social de ayuda (el nimero de veces que el macho roe la cadena
que sujetaba a uno de sus conespecificos; ver grafica 2). Tampoco se registraron intentos de
copula dirigidos a la hembra de la pareja ni a la desconocida. Estos resultados negativos
sugieren que ninguno de estos indicadores complementarios puede ser utilizado en la prueba

de preferencia para identificar un vinculo de pareja duradero.

Caracterizacion de la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho que pertenece a un
vinculo de pareja duradero, segun una nueva propuesta metodolégica.

En la seccion anterior se discutieron los resultados obtenidos del método de muestreo continuo
gue permitieron caracterizar la conducta afiliativa de un grupo de topillos macho que han
cohabitado con una hembra por mas de un mes. Aunque este método evalu6 adecuadamente la
conducta afiliativa, notamos que resultd poco practico ya que implicé un “gasto” considerable
en el analisis de la conducta, pues la expresion del CLaL se representa por su periodo de
duracién y, por lo tanto, las tres horas de la prueba fueron analizadas. Ademas, el analisis
conductual se centré exclusivamente en analizar la conducta afiliativa, dejando “perder”
informacién sobre conductas no afiliativas, como las conductas de exploracion social y
espacial, que forman parte del repertorio conductual de la especie.

Para lidiar con estas dos limitantes se implementé un método de muestreo instantaneo, el cual
analizo en 30 eventos u observaciones la conducta desplegada por los machos a alguna de las
dos hembras, unicamente durante la Ultima hora de la prueba de preferencia (ver metodologia).
Este método de muestreo contd con un set de conductas que incluyo el principal indicador de
la formacion del vinculo de pareja, el CLaL y afiadio otra conducta afiliativa: la postura
conocida como “abrazo” que es desplegada casi exclusivamente por miembros de una pareja

(Thomas y Birney 1979). También incorpor6 la cuantificacidn de tres conductas no afiliativas
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(no contacto, encuentro y cerca pero no CLalL) que estan relacionadas con la exploracion
social, territorial y la proximidad social.

Utilizando este método de muestreo, se encontré que la identidad de la hembra no indujo un
efecto significativo sobre la conducta de los machos que han permanecido por méas de un mes
con una pareja, dado que el numero de observaciones para cada conducta (ver tabla 2) o
alguna categoria conductual (ver tabla 3) no fue estadisticamente diferente para la hembra
familiar en comparacion con la desconocida. Sin embargo, los datos mostraron una tendencia
en el sentido de nuestra prediccion: los machos expresaron un mayor numero de conductas
afiliativas con la hembra de su pareja, mientras que con la hembra desconocida dirigieron un
mayor numero de conductas no afiliativas (valores en negritas de ambas tablas). Esto sugiere
que puede existir un efecto sutil de la identidad de la hembra sobre la expresion de la conducta
afiliativa y no afiliativa del topillo de la pradera macho. Consideramos que es mas probable
que la ausencia de una diferencia estadisticamente significativa se debi6é a que el nimero de
observaciones (30) fue bajo en relacion con el nimero de conductas cuantificadas (5).
Pudimos haber manejado este inconveniente al duplicar el nimero de observaciones (a 60), ya
sea al analizar dos horas de la prueba (en lugar de una) con el mismo intervalo entre cada
observacion o bien al reducir el intervalo de tiempo a la mitad y realizar el doble de
observaciones en la Gltima hora. Sin embargo, no exploramos estas opciones, debido a que se
encontré un efecto significativo de la familiaridad de la hembra sobre la asignacion
diferencial de la conducta afiliativa y no afiliativa del macho (ver grafica 3).

La asignaciéon de la conducta refiere a la proporcién de observaciones de cada categoria
(categoria 1- conducta no afiliativa; categoria 2- conducta afiliativa) que dirigié el macho a
cada hembra del total de observaciones para cada categoria (ver metodologia). Este indice fue
representado numéricamente por medio de los cocientes de interaccion social o CIS. Se
observo como los machos asignaron mas conductas afiliativas con la hembra de la pareja y
mas conductas no afiliativas con la hembra desconocida, debido a que el CIS de la categoria 2
dirigido a la pareja fue significativamente mayor en comparacion con el CIS de la categoria 1.
En contraste, para la hembra desconocida el CIS de la categoria 1 fue estadisticamente mas
grande que el de la categoria 2 (ver grafica 3). Estos resultados confirman: 1) las tendencias

observadas anteriormente donde los machos dirigieron de manera diferencial de la conducta
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afiliativa y no afiliativa de acuerdo a la identidad de cada hembra; 2) el supuesto de la
formacion de un vinculo afiliativo de larga duracion, el cual implicé una asignacion de
conductas afiliativas a la hembra de la pareja y una asignacion de conductas no afiliativas a la
hembra desconocida por parte de machos que han cohabitado por mas de un mes con una
hembra. Ademas, estos resultados recapitulan aquellos obtenidos por el muestreo continuo,
donde también se muestra un efecto significativo de la familiaridad de la hembra sobre la
expresion de la conducta afiliativa del macho, y afiaden informacion al patron conductual de
los machos que se han enganchado en un vinculo de larga duracién, pues muestra como estos
individuos desplegaron preferencialmente conductas no afiliativas con una hembra
desconocida.

El método instantaneo redujo el tiempo empleado para analizar la conducta en comparacion
con el método de muestreo continuo, pues con el primero las 30 observaciones conductuales a
lo largo de la ultima hora de la prueba de preferencia pudieron ser realizas en un periodo no
mayor a 15 minutos; mientras que registrar la duracion del CLaL (por medio del método de
muestreo continuo) implicé el andlisis ininterrumpido de las tres horas de la prueba. Aunque el
uso sistemas computarizados que automaticen el andlisis de la conducta afiliativa del topillo
de la pradera durante la prueba de preferencia permite una reduccion del tiempo empleado
para analizar la conducta (Ahern y cols. 2009). Emplear estos sistemas tiene ciertos requisitos
(infraestructura, equipo y entrenamiento), y limitantes como la imposibilidad de distinguir
conductas afiliativas sutiles, pero altamente informativas como la postura de abrazo.
Finalmente, los sistemas automatizados agudizan la limitante del método de registro (manual)
continuo que radica en analizar Unicamente la conducta afiliativa.

En la naturaleza, los individuos modifican su conducta en funcion del contexto social,
reproductivo y ecoldgico, es decir favorecen un despliegue conductual sobre otro (Silk 2007;
Snell-Rood 2013). Por lo tanto, si un macho pudiera interactuar simultaneamente con la
hembra de su pareja y con otra hembra desconocida, deberia dirigir una serie de conductas que
distingan a su pareja (conductas afiliativas, principalmente) y otras que le permitan
conocer/interactuar con la nueva hembra (ej. conductas de reconocimiento social). Entonces,
tendria sentido que durante la prueba de preferencia se evaluaran no solo las conductas

afiliativas sino también interacciones no afiliativas que tienen sentido bioldgico para los
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machos a pesar que hayan formado un vinculo de pareja. Por ejemplo, dentro de las conductas
de encuentro, cuantificadas por el método de muestreo instantaneo, se encuentra la olfaccion a
los individuos (incluida la anogenital); este tipo de conductas favorece el reconocimiento
social (conocer la identidad de cada individuo y responder adecuadamente). En este sentido, se
ha reportado que los machos exploran por més tiempo las pistas odoriferas de hembras
desconocidas, en comparacion con las pistas odoriferas de su pareja, a pesar de que estos
machos hayan formado un vinculo de pareja (Parker y cols. 2011). Ademas, para los machos
que han formado un vinculo de pareja resulta importante poder reconocer la identidad de otras
hembras, que quizé representen posibles oportunidades de copula fuera de la pareja (Zheng y
cols. 2013; Blocker y Ophir 2015; Kelly y cols. 2018).

Caracteristicas de los efectos del antagonismo crénico del receptor NMDA sobre la conducta
del topillo de la pradera macho.

Para determinar los efectos de antagonizar cronicamente el receptor NMDA en la etapa adulta
sobre de la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho, se utiliz6 el método de
muestreo instantaneo que describimos anteriormente. Con este método, realizamos 30
observaciones conductuales a lo largo de la Gltima hora de la prueba de preferencia. Estas
observaciones registraron la conducta (afiliativa y no afiliativa) de dos grupos de machos, el
primero tratado con salina (n = 8) y un segundo tratado con MK-801 (n = 10), dirigidas a
hembras con las que cohabitaron por 24 horas o a hembras desconocidas (ver metodologia).
Las observaciones fueron registradas para cada conducta (no contacto, encuentro/investigacion
social, cerca pero no CLalL, CLaL y abrazo) o categoria conductual (categoria 1- conducta no
afiliativa; categoria 2- conducta afiliativa). Se calculé el nimero total de observaciones para
cada conducta y cada categoria conductual (sin importar la familiaridad de la hembra), asi
como la asignacién diferencial de las conductas de cada categoria a la hembra pareja o a la
hembra desconocida.

Se encontro que la administracion cronica de MK-801 no modifico estadisticamente el numero
total de observaciones para cada conducta y cada categoria conductual (ver tabla 4), lo cual
sugiere que el tratamiento no interfiere con la capacidad motora o motivacional de los

individuos para desplegar la conducta (afiliativa o no afiliativa) de manera general (sin
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importar la familiaridad de la hembra). Tampoco se encontraron efectos estadisticamente
significativos del tratamiento con MK-801 sobre el nimero de observaciones para cada
conducta (tablas 5 y 6) ni para cada categoria conductual (tablas 7 y 8) desplegadas por los
machos relacion con la familiaridad de la hembra. Sin embargo, al considerar las medias en
algunas tablas observamos la tendencia de los machos tratados con MK-801 a comportarse en
una manera similar a lo expuesto por la hip6tesis general y sus predicciones; es decir, el
tratamiento con MK-801 modificé el ndmero de conductas afiliativas y no afiliativas
desplegadas por los machos en relacion con la familiaridad de la hembra (ver valores en
negritas en las tablas 5, 6 y 8). Considerando estos resultados, al parecer el tratamiento con
MK-801 indujo efectos sutiles sobre el despliegue de la conducta (afiliativa y no afiliativa) que
no podian ser detectados como estadisticamente significativos por el método de analisis de los
datos que se aplico.

Finalmente, caracterizamos por separado la asignacion de la conducta afiliativa y no afiliativa
en relacion con la familiaridad de la hembra, para los machos del grupo control y para los
individuos del grupo MK-801. Encontramos que los machos tratados con salina asignaron una
mayor proporcion de conductas afiliativas que no afiliativas a su pareja; en contraste,
asignaron un mayor ndmero de conductas no afiliativas que afiliativas a la hembra
desconocida (ver grafica 4). Este patron conductual cumple con el supuesto que el macho ha
formado un vinculo de pareja con la hembra familiar, en una manera muy similar al grupo de
machos que cohabitaron por mas de un mes con sus parejas (comparar los valores de los CIS
en la gréfica 3 del primer experimento y la grafica 4 (grupo salina) del segundo experimento).
Por lo tanto, se sugiere la replicabilidad del método de andlisis de muestreo instantaneo,
debido a que es capaz de obtener resultados replicables que aluden a la formacién del vinculo
de pareja en el topillo de la pradera. Pero también, se propone que el topillo macho
enganchado en un vinculo duradero (més de un mes de cohabitacién) o potencialmente
duradero (24 horas de cohabitacion) asigna de manera preferencial conductas afiliativas (ej.
CLaL) a la hembra de su pareja y conductas no afiliativas (algunas de las cuales posiblemente
tengan que ver con la investigacion social) a una hembra desconocida.

Por el otro lado, los machos tratados con MK-801 no desplegaron el patron conductual que

caracteriza a los individuos que han formado un vinculo de pareja; es decir, no asignaron de
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manera preferencial ni su conducta afiliativa ni su conducta no afiliativa en relacion con la
familiaridad de las hembras (ver gréafica 4). Considerando los resultados anteriores, se puede
sugerir que el déficit inducido por antagonizar cronicamente el receptor NMDA sobre la
conducta afiliativa del topillo de la pradera macho fue relativamente circunscrito: el
tratamiento con MK-801 indujo efectos significativos Gnicamente en la asignacion diferencial
de la conducta afiliativa y no afiliativa en relacion con la identidad de la hembra. Ademas, este
déficit fue persistente, ya que después de 17 dias de concluir el tratamiento crénico con MK-
801 (0.2 mg/kg / 1 vez al dia/ 7 dias) se observaron las alteraciones conductuales.

Pero, la baja capacidad para formar el vinculo de pareja en los machos tratados con MK-801
¢podré observarse aun después que la pareja se mantenga junta por mas de 24 horas? Dado
que el tratamiento cronico con MK-801 indujo déficits en la conducta social de otros roedores
(ej. Dyck y cols. 2011), favorecemos la interpretacion que los topillos machos tratados con
MK-801 no pueden formar un vinculo de pareja (en una manera permanente). Sin embargo, no
podemos descartar la posibilidad que los machos MK si puedan formar el vinculo, pero la
formacion es retrasada comparada con los animales no tratados. De hecho, un efecto similar
fue reportado por Ahern y Young (2009) dado que una manipulacién experimental, en este
caso la estructura social temprana, puede “aplazar” de manera persistente la capacidad de los
machos para desplegar el CLaL de manera preferencial con la hembra de la pareja. Por lo
tanto, es necesario evaluar si el déficit en la asignacion de la conducta afiliativa (inducido por
MK-801) se “mantiene” después que la pareja permanezca junta por un periodo de tiempo
prolongado.

A continuacion discutiremos la posibilidad que los machos MK exhibieron déficits en
procesos cognitivos que subyacen la formacion del vinculo de pareja (ej. reconocimiento
social y no son capaces de distinguir entre individuos) y en las alteraciones neurobioldgicas
(neuroquimicas y funcionales) inducidas por el tratamiento con MK-801 que favorecen la

adopcion de la estrategia poligama que pudiera reflejar rasgos esquizoides.

Posibles alteraciones cognitivas que subyacen los déficits en la formacion del vinculo de

pareja en el topillo de la pradera macho inducidos por la administracion crénica de MK-801
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Debido a que pocos trabajos han explorado la participacion del receptor NMDA en la
conducta afiliativa del topillo de la pradera, los resultados del presente trabajo seran discutidos
en relacion con los efectos de manipulaciones similares sobre la conducta afiliativa de otros
roedores. En la rata, la conducta afiliativa dirigida a un conespecifico del mismo sexo puede
ser evaluada durante la prueba de interaccion social al cuantificar: el nimero y la duracion de
interacciones activas (olfateo, acicalamiento social, persecucion y conductas agresivas) y/o
interacciones pasivas (proximidad social menor a 20 cm) desplegadas por el individuo focal
(File 1988; Sams-Dodd 1998). En la mayoria de trabajos se antagoniza aguda o cronicamente
el receptor NMDA para posteriormente evaluar la interaccion social; en cambio, son pocos los
estudios que involucran el antagonismo crénico de este receptor seguido de un periodo libre
del farmaco que separa al tratamiento de la prueba conductual (tratamiento crénico con retiro)
(Neill y cols. 2014).

En tres estudios realizados en la rata, que implican un periodo de retiro, observamos diferentes
efectos del antagonismo croénico del receptor NMDA sobre la conducta afiliativa. EI primero,
realizado en la rata macho de la cepa Sprague Dawley (225 - 272 g) el tratamiento con MK-
801 (0.5 mg/kg /dia / 7 dias; con retiro de 1 dia) redujo significativamente la duracion vy el
namero de las interacciones pasivas, pero no la duracion ni el nimero de las interacciones
activas (Dyck y cols. 2011). El segundo, en la rata macho de la cepa Wistar (200- 225 g) el
tratamiento con MK-801 (0.5 mg/kg / 2 veces al dia / 7 dias; con retiro de 7 dias) redujo
significativamente la duracion de las interacciones activas (no se registraron las interacciones
pasivas); pero la disminucion relativa de la interaccion social se debié méas a un incremento en
las interacciones activas del grupo control en un intervalo especifico de tiempo, que a un
decremento en el grupo tratado con MK-801 (Seillier y Giuffrida 2009). Finalmente, en el
tercer trabajo se report6 en la rata macho de la cepa Wistar (3 meses de edad; 320 - 420 g) que
el tratamiento crénico con MK-801 (0.03 o 0.5 mg/kg / dia / 7 dias; con retiro de 21 dias) no
disminuy6 significativamente la duracion de las interacciones pasivas ni activas (Sams-Dodd
2004). Tomando estos resultados en conjunto, se podria considerar que en la rata macho el
antagonismo crénico del receptor NMDA induce efectos conductuales que persisten entre 1y
7 dias.

65



En el topillo de la pradera macho (edad: 45 DPN) el tratamiento con MK-801 (0.2 mg/kg / 1
vez al dia / 7 dias; retiro de 17 dias) indujo alteraciones en la conducta afiliativa, observadas
como la incapacidad del macho para asignar de manera diferencial su conducta (afiliativa / no
afiliativa) en relacion con la familiaridad de la hembra. Entonces, se puede sugerir que el
antagonismo cronico (con retiro) del receptor NMDA induce alteraciones en la conducta
afiliativa de algunos roedores; pero estas alteraciones persisten por mas tiempo en el topillo de
la pradera macho en comparacion con la rata macho.

Por otro lado, la incapacidad para asignar la conducta en los topillos macho tratados con MK-
801 pudo ser originada por un déficit en el reconocimiento de la identidad de las hembras
durante la prueba de preferencia. El reconocimiento social es un proceso cognitivo que
permite a los individuos identificar entre conespecificos para posteriormente responder de
manera adecuada a su identidad (Ferguson y cols. 2002). En los roedores, incluido el topillo de
la pradera, el reconocimiento social se puede evaluar por la prueba de discriminacién social
(basada en el paradigma de habituacién / deshabituacién); en esta prueba se cuantifica el
tiempo de investigacion / exploracion (olfateo o indicadores de olfaccion social) dirigido por
un individuo focal a dos individuos estimulo, uno con el cual ha previamente interactuado
(“familiar”) y otro novedoso. El reconocimiento social del individuo focal es interpretado
como una discriminacion social motivada por la novedad social; es decir, el tiempo de
exploracién serd mayor para el individuo novedoso en comparacion con el familiar
(Engelmann y cols. 1995; Zheng y cols. 2013).

Para el topillo de la pradera, el reconocimiento social es un recurso cognitivo necesario para la
formacion del vinculo de pareja (Young y Wang 2004; Young y cols. 2005), e incluso también
para la adopcidon de la monogamia (Blocker y Ophir 2015). De hecho, el reconocimiento social
puede ser influenciado por la formacion del vinculo de pareja en esta especie, debido a que los
machos “solteros” pueden discriminar la identidad de varios machos pero no de diferentes
hembras (Zheng y cols. 2013); mientras que los machos que han cohabitado por 48 horas con
una hembra (pero no los machos solteros) son capaces de distinguir la identidad de diferentes
hembras (Blocker y Ophir 2015). Por lo tanto, el reconocimiento social podria ser el recurso
cognitivo inmediato para que exista la asignacion diferencial de la conducta afiliativa y no

afiliativa en el topillo macho.
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Entonces, se puede sugerir que los machos tratados con MK-801 exhibieron déficits en el
reconocimiento social que les impidieran reconocer la identidad de las hembras, debido a ello
no asignaron de manera diferencial su conducta afiliativa y no afiliativa. De hecho, se puede
sustentar esta idea con la evidencia que el antagonismo agudo o crénico del receptor NMDA
induce déficits en el reconocimiento social en la rata. Por ejemplo, en la rata macho de la cepa
Hannover-Wistar (120 DPN; 250 — 300 g) el tratamiento agudo con MK-801 (0.2 mg/kg; 5
minutos después de iniciar la prueba) redujo la discriminacion social; el grupo de machos
tratados con MK-801 no disminuyd el tiempo de exploracion dirigido a los individuos
familiares, por lo tanto no se observé una diferencia significativa al contrastarlo con el tiempo
de exploracion a los individuos novedosos (Hlinak y Krejé¢i 2003). Por otro lado, en la rata
macho de la cepa Wistar (200 — 225 g) el tratamiento cronico con PCP (5 mg/kg / 2 veces al
dia / 7 dias; con retiro de 7 dias) disminuyd significativamente la discriminacién social
motivada por la novedad (Seillier y Giuffrida 2016). Sin embargo, para confirmar este
supuesto se requieren experimentos donde se muestre que el tratamiento crénico con MK-801

pueda inducir déficits en el reconocimiento social del topillo macho.

Posibles alteraciones neurobioldgicas que subyacen los déficits en la formacion del vinculo de
pareja en el topillo de la pradera macho inducidos por la administracion crénica de MK-801.
En la seccién anterior, se especuld la posibilidad que el antagonismo crénico del receptor
NMDA haya originado alteraciones cognitivas (déficits en el reconocimiento social) que
subyacen la incapacidad de los machos tratados con MK-801 para asignar de manera
diferencial su conducta (afiliativa y no afiliativa). En esta seccion, se especulan las posibles
alteraciones neurobioldgicas inducidas por el antagonismo crdnico del receptor NMDA que
puedan promover la incapacidad del macho para asignar de manera diferencial su conducta.

Los posibles “blancos” del antagonismo crénico del receptor NMDA pueden ser los sistemas
de neurotransmision dependientes de DA, OT y AVP (ej. Aragona y Wang 2004; 2009) v las
regiones cerebrales (como los nucleos del tracto solitario, el gris periacueductal, el NAcc, el
nacleo paraventricular, la amigdala medial, el palido ventral, el septo lateral, la corteza
prefrontal, el bulbo olfatorio, el VTA; el hipocampo, la corteza retrosplenial, el talamo

anterior y otras como el septo y los nucleos septohipocampales) que participan en la
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regulacion de la formacidn del vinculo de pareja (Young y Wang 2004; Young y cols. 2005) y
la adopcidn particular de un sistema de copula (Phelps y cols. 2010; Robinson 2015; Ophir
2017) en el topillo de la pradera. Pero, para hacer mas particular la especulacion, se considerd
en concreto a ciertas regiones y neurotransmisores donde sea mas probable observar un
“dafio” o alteracion producto del antagonismo crénico del receptor NMDA.

Para identificar las regiones y neurotransmisores mas susceptibles a los efectos del
antagonismo cronico del receptor NMDA se utilizé evidencia proveniente de estudios en otros
roedores de laboratorio (como la rata o el raton), pues en el topillo de la pradera se ha
estudiado muy poco las consecuencias conductuales o neurobiolégicas del antagonismo
(crénico o agudo) de este receptor. De hecho, solo encontramos el trabajo de Kirkpatrick y
Kakoyannis (2004) donde mostraron que la administracion aguda de MK-801 en una dosis
dependiente (0.001 — 0.1 mg/kg) modificé de manera dimdrfica la expresion del cuidado
aloparental del topillo macho y hembra. En los machos (40- 50 DPN), las dosis de 0.01 y 0.02
mg/kg de MK-801 incrementaron el cuidado aloparental; mientras que la dosis mas alta (0.1
mg/kg) y mas baja (0.001 mg/kg) de MK-801 disminuyeron el cuidado aloparental. Al
unicamente estudiar las consecuencias conductuales no pudieron identificar puntualmente las
regiones donde “actu6” MK-801, pero se especuld que el antagonismo agudo del receptor
NMDA pudo afectar regiones corticales que participan en el cuidado parental. En comparacién
con el estudio de Kirkpatrick y Kakoyannis donde utilizaron un tratamiento farmacoldgico
agudo para evaluar la participacion del receptor NMDA sobre la conducta aloparental del
topillo de la pradera; en nuestro estudio se empled un tratamiento cronico (con retiro) de MK-
801 para determinar si los efectos persistentes de antagonizar cronicamente el receptor NMDA
incluian alteraciones en la formacién del vinculo de pareja.

Una posibilidad en concreto, es que el antagonismo cronico del receptor NMDA pudo
modificar la neurotransmision dopaminérgica en regiones asociadas a la formacion del vinculo
de pareja. Esta idea es sustentada por la siguiente evidencia: a) neuronas dopaminérgicas
provenientes del VTA proyectan al NAcc donde liberan DA (Young y Wang 2004); b) la
activacion del receptor D2 a DA en el VTA facilita la formacién del vinculo de pareja en el
topillo de la pradera macho (Aragona y cols. 2006); c) en el topillo de la pradera macho (= 90

DPN) la administracion de anfetamina (1 o 5 mg/kg / dia / 3 dias; 24 horas antes de la
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cohabitacion con una hembra receptiva) incrementd la liberacion de DA la cual ocupé los
receptores D1 en el NAcc, lo cual impidi6 la formacion del vinculo de pareja (Liu y cols.
2010); d) la administracion de anfetamina (1 0 5 mg/kg / dia / 3 dias) en etapas tempranas del
desarrollo (13 — 15 DPN) indujo en la adultez (80 DPN) alteraciones en la conducta social de
topillos de la pradera machos dirigidas a conespecificos del mismo sexo; ademas el
tratamiento indujo alteraciones persistentes en la sintesis de DA en el VTA y su liberacion en
el NAcc (Fukushiro y cols. 2015). e) la administracion de MK-801 (acumulativa de 1.875
mg/kg) en la rata macho de la cepa Sprague-Dawley (adultos, 250-350 g) anestesiada
incremento la sintesis y subsecuente liberacion de DA en neuronas (dopaminérgicas) del VTA;
este incrementd supone un estado hiper-dopaminérgico en regiones mesolimbicas como el
NAcc (French y cols. 1993; reportes similares: French y Ceci 1990; Meltzer y cols. 1997).
Entonces, al incrementar la sintesis de DA en el VTA se puede originar un desbalance en la
liberacion de DA en el NAcc lo cual puede modificar la conducta afiliativa del topillo de la
pradera; en la rata, el antagonismo del receptor NMDA puede modular la actividad neuronal y
la sintesis de DA en el VTA y causar un desbalance en la liberacion de DA en el NAcc. Por lo
tanto, la evidencia anterior apoya el supuesto que el antagonismo cronico del receptor NMDA
pudo modificar la neurotransmision dopaminérgica en regiones asociadas a la formacion del
vinculo de pareja (ej. NAcc) al incrementar la sintesis de DA en el VTA.

En segundo lugar, es posible que el antagonismo crénico del receptor NMDA pudiera inducir
alteraciones metabolicas que comprometieran la funcionalidad de regiones asociadas a la
formacion del vinculo de pareja y por lo tanto los machos tratados con MK-801 presentaran un
circuito “deficiente”. Se ha encontrado en la rata macho de la cepa Sprague Dawley (peso
promedio 250 g) que la administracion de MK-801 (0.1 o 0.5 mg/kg / dia / 6 dias; sin retiro)
indujo alteraciones en el metabolismo de neuronas y de células gliales en la corteza frontal,
cingulada y retrosplenial asi como en los l6bulos temporales (Eyjolfsson y cols. 2006). En el
topillo de la pradera, la amigdala es una estructura (parte de los I6bulos temporales) que
participa en la formacion del vinculo de pareja (ej. Young y Wang 2004); mientras que la
corteza retrosplenial participa en el procesamiento de la informacion visuo-espacial, la cual
tiene relacién con la fidelidad sexual, el uso del territorio (Ophir y cols. 2008b) y la adopcién

de la monogamia (Ophir 2017). Entonces, es posible que los efectos del antagonismo crénico
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del receptor NMDA incluyeran alteraciones metabolicas en regiones asociadas a la formacion
del vinculo de pareja como la amigdala y/o la corteza retrosplenial, lo cual pudo comprometer
la capacidad de los topillos de la pradera machos tratados con MK-801 para asignar su
conducta en relacion con la identidad de la hembra.

Quiza, tanto los desbalances en el sistema dopaminérgico como las alteraciones metabdlicas
en regiones que participan en la formacion del vinculo de pareja expliquen los efectos
conductuales inducidos por el antagonismo cronico del receptor NMDA en el topillo de la
pradera, como se reportd en el presente estudio; sin embargo, se requieren experimentos

puntuales para comprobar la idea anterior.

Las alteraciones en la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho inducidas al
antagonizar crénicamente el receptor NMDA y su relacion con la esquizofrenia

La especulacion realizada en las dos secciones anteriores sobre las alteraciones cognitivas y
neurobioldgicas inducidas por el antagonismo crénico del receptor NMDA guarda una
estrecha relacion con la “construccion” de un modelo animal de los sintomas de la
esquizofrenia. En esta seccion, se considera la evidencia que permite suponer que las
alteraciones persistentes en la conducta afiliativa del topillo de la pradera macho inducidas por
el antagonismo crénico del receptor NMDA mimetizan caracteristicas sociales y posiblemente
neurobioldgicas asociadas a la esquizofrenia.

En primer lugar, los déficits en la formacion del vinculo de pareja en el topillo de la pradera
macho que fueron inducidos por el antagonismo cronico del receptor NMDA mimetizan la
baja capacidad para formar un vinculo de pareja observada en personas con esquizofrenia. La
mayoria de estas personas (60 — 70 %) no se casan Yy tienen contactos sociales limitados (pp.
283, American Psychiatric Association 2000); ademas, la solteria tiene una asociacion con
caracteristicas clinicas negativas en las personas que fueron diagnosticadas (Nyer y cols.
2010). La baja capacidad para formar un vinculo de pareja afecta principalmente a los varones
con esquizofrenia, dado que son menos propensos a casarse que las mujeres (Nyer y cols.
2010), y también corresponde a que los sintomas negativos son mas prominentes en hombres
(Diaz-Castro y cols. 2018).
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Por otro lado, los déficits en la conducta afiliativa del topillo de la pradera inducidos por el
antagonismo cronico del receptor NMDA tienen una notable relacion con la patofisiologia de
la esquizofrenia. La hipdtesis glutamatérgica de los sintomas de la esquizofrenia soporta esta
idea, debido a que la disfuncion del receptor NMDA es un posible mecanismo patofisiologico
del trastorno (Javitt y Zukin 1991; Javitt 2010; Lewis 2012; Sendt y cols. 2012; Genius y cols.
2013). La evidencia que sustenta a la hipotesis glutamatérgica fue derivada de estudios como
el nuestro, donde se mostro que la administracion aguda de antagonistas del receptor NMDA
induce en humanos un sindrome dificil de distinguir de los sintomas de la esquizofrenia (Luby
y cols. 1959; Krystal y cols. 1994; Lahti y cols. 1995) y en animales su administracion aguda y
crénica mimetiza ciertas alteraciones (neurobiolégicas y cognitivo-conductuales) relevantes a
este padecimiento (Large 2007; Porsolt y cols. 2010; Jones y cols. 2011; Lim y cols. 2012;
Neil y cols. 2014).

Una consideracion importante de este posible modelo, es que a pesar de la existencia de
modelos animales de los sintomas negativos que mimetizan el aislamiento social (Wilson y
Koenig 2014), en el topillo de la pradera se puede mimetizar/evaluar la baja capacidad para
formar pareja que acompafia a los sintomas negativos (Millan y cols. 2014). Esta ventaja
radica en utilizar a un roedor que posee un intrincado abanico de interacciones sociales como
parte de su repertorio conductual “natural”, el topillo de la pradera (McGuire y Novak 1984;
Getz y cols. 1993; McGuaire y Getz 1995; Getz y Carter 1996; Aragona y cols. 2006;
Gobrogge y Wang 2016). De hecho, la vasta conducta afiliativa desplegada por el topillo de la
pradera lo coloca como un animal modelo para estudiar caracteristicas de la conducta social
compleja de los humanos, como la formacion del vinculo de pareja (Aragona y Wang 2004;
Young y Wang 2004; McGraw y Young 2010; Young y cols. 2011; Lieberwirth y Wang
2016).

En el apartado anterior, se discutié la posibilidad que la dindmica de algunas regiones
cerebrales y ciertos neurotransmisores que participan en la formacion del vinculo de pareja en
el topillo de la pradera pudieran ser afectados por el antagonismo cronico del receptor NMDA.
Ahora, se analiza la posible relacion entre las alteraciones neurobioldgicas producto del
antagonismo del receptor NMDA con aquellas observadas en la esquizofrenia. En personas

con esquizofrenia, se han encontrado alteraciones volumétricas y/o morfométricas (nimero,
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tamafio o forma de las células, fibras o elementos extraparenquimales) en mas de 20 regiones
cerebrales incluidas la corteza prefrontal, el hipocampo, la amigdala, el NAcc y el tdlamo
(Swerdlow 2011). En dos regiones en particular, el hipocampo y la CPF, los estudios post-
mortem indican una disminucion en la densidad de las interneuronas GABAGérgicas que
expresan la proteina parvalbimina en personas que padecieron esquizofrenia (Reynolds y cols.
2001; Zhang y Reynolds 2002; pero considerar Tooney y Chahl 2004), asi como una
disminucion en las concentraciones de la enzima acido glutdmico descarboxilasa-67 (GAD-
67) en las interneuronas (GABAEérgicas) inhibitorias en la CPF (Perry y cols. 1979; Bird
1985). Las evidencias anteriores sustentan la idea que, en el humano, la desinhibicion de las
células piramidales (glutamatérgicas) en regiones como el hipocampo incrementa la liberacion
de DA, mediada por neuronas dopaminérgicas del VTA, este estado hiper-dopaminérgico (en
regiones como el NAcc) podria explicar los sintomas psicoticos; pero la desinhibicion las
células piramidales también es responsable de una reduccion en las oscilaciones de frecuencia
gamma como producto de la actividad desorganizada de los grupos de células piramidales o
hipo-activacion prefrontal la cual puede explicar el origen de los sintomas negativos de la
esquizofrenia (Menon y cols. 2001; Gur y cols. 2007; Lisman y cols. 2008; Genius y cols.
2013).

En los roedores de laboratorio, como la rata macho, se han inducido alteraciones similares a
las observadas en personas con esquizofrenia. Por ejemplo, en ratas macho juveniles (= 35
DPN; 121 — 148 g) de la linea Long Evans la administracion cronica de MK-801 (0.02 mg/kg /
dia / 21 dias; con un retiro de 1 dia) redujo significativamente la densidad de interneuronas
GABA¢érgicas que expresan la proteina parvalbimina en el hipocampo (Braun y cols. 2007).
En ratas macho hooded de la linea Long Evans (180-220 g) el tratamiento crénico con PCP
(2.58 mg/kg de manera intermitente durante 14 dias; con retiro de 3 dias) disminuyd la
expresion de la proteina parvalbimina en neuronas de la corteza prefrontal (Cochran y cols.
2003). En la en ratas macho juveniles (= 35 DPN; 121 — 148 g) de la linea Long Evans la
administracion crénica de MK-801 (0.02 mg/kg / dia / 21 dias; con un retiro de 1 dia)
incremento significativamente la liberacion de glutamato, asi como la produccion de especies
de oxigeno reactivo; las alteraciones mencionadas se originaron de la desinhibicion de las

células piramidales como resultado del control deteriorado de las interneuronas inhibitorias
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gabaérgicas (Genius y cols. 2013). Por lo tanto, la administracion crénica de antagonistas del
receptor NMDA en roedores de laboratorio es un buen modelo para inducir alteraciones
neurobioldgicas (ejemplo: desbalances en la liberacion de dopamina, desinhibicién las células
piramidales) que son caracteristicas de la condicion patolégica humana, la esquizofrenia.

En el topillo de la pradera, se ha evidenciado la participacion de regiones como la CPF, el
hipocampo, el NAcc, la corteza retrosplenial en regular la formacion del vinculo de pareja y la
adopcion de la monogamia (Young y Wang 2004; Ophir 2017). En el presente estudio,
mostramos que el antagonismo crénico del receptor NMDA inducido por la administracion de
MK-801 (0.2 mg/kg / dia / 7 dias; con retiro de 17 dias) redujo la capacidad de los individuos
para formar pareja, debido a que mostraron déficits para asignar su conducta en relacion a la
identidad de la hembra. Es posible que al igual que en la rata macho, el antagonismo crénico
del receptor NMDA en el topillo de la pradera refleje una aproximacién experimental Gtil para
investigar los mecanismos patologicos asociados a la esquizofrenia, incluidos los desbalances
en la liberacion de dopamina y la desinhibicion las células piramidales. Sin embargo, se
requieren experimentos futuros para continuar con la validacion de este posible modelo,
principalmente estudios que identifiguen puntualmente las alteraciones neurobioldgicas
inducidas al antagonizar cronicamente el receptor NMDA y su similitud con las alteraciones
observadas en la esquizofrenia.

Finalmente, se especula sobre el valor predictivo que podria tener este posible modelo, en
relacién al desarrollo de farmacos que atenlen los sintomas de la esquizofrenia. Se ha
evidenciado que la administracién exdgena de oxitocina (10 — 40 IU / dia) disminuye algunos
de los sintomas positivos y negativos en pacientes con esquizofrenia (revisado por lovino y
cols. 2018); presuntamente el potencial antipsicético de OT radica en atenuar la desregulacion
dopaminérgica mesolimbica asociada a la esquizofrenia (MacDonald y Feifel 2012). El
desbalance dopaminérgico observado en la esquizofrenia (Grace 1991; Lisman y cols. 2008),
puede ser mimetizado en cierta medida por la administracion de anfetaminas en humanos y
roedores de laboratorio (Jones y cols. 2011; Howes y cols. 2017). En el topillo de la pradera,
la administracion de anfetamina (1 0 5 mg/kg / dia / 3 dias; 24 horas antes de la cohabitacion)
impide la formacion del vinculo de pareja al incrementar la liberacion de DA en el NAcc (Liu

y cols. 2010). Pero, de manera interesante, la administracion de OT (1 ng; directamente en la

73



corteza prelimbica) pudo atenuar los deéficits en la conducta afiliativa inducidos por la
administracion sucesiva de anfetamina (Young y cols. 2014). En conjunto esta evidencia,
permite sugerir que el topillo de la pradera la administracion de farmacos psicotomiméticos
(anfetamina o0 MK-801) induce alteraciones conductuales asociadas a la esquizofrenia, como
se observa en otros roedores. Este tipo de manipulaciones resultan Utiles para entender
aspectos bioldgicos de la esquizofrenia, pero también como una posible una plataforma de
analisis farmacologico. En el topillo de la pradera, se podria evaluar el potencial terapéutico de
compuestos que atenuden los sintomas de la esquizofrenia (principalmente alteraciones

sociales) al modificar la neurotransmision oxitocinérgica.

El antagonismo cronico del receptor NMDA podria explicar la aparicién de rasgos
esquizoides en relacion a la adopcion de un sistema de copula

En la siguiente seccion se discute la posibilidad que el antagonismo cronico del receptor
NMDA pudo inducir en el topillo de la pradera macho una serie de caracteristicas
neurobioldgicas y conductuales que pueden asociarse a la esquizofrenia y quiza subyacer la
variabilidad en la adopcion de un sistema de copula. Del Giudice y colaboradores (2010)
proponen una hipoétesis sobre la evolucion de las caracteristicas esquizoides y del espectro
autista (EA) en relacion a la seleccion sexual. En ella argumentan que los rasgos esquizoides y
del EA contribuyen de maneras opuestas a la prevalencia de las diferencias individuales en las
estrategias reproductivas; mientras que los “rasgos positivos” esquizoides facilitan en los
individuos un gran esfuerzo para copular y asignar recursos a corto plazo, los rasgos del EA se
orientan a un bajo esfuerzo para copular y la asignacion de recursos a largo plazo donde existe
una alta inversion en el cuidado parental (Del Giudice y cols. 2010). Entonces, los rasgos del
EA pudieron favorecer ciertas conductas que favorecen el sistema de copula monégamo
(fidelidad sexual o cupula preferencial con la pareja, cuidado biparental); pero los rasgos
esquizoides favorecen a la promiscuidad.

El topillo de la pradera es una especie que muestra diferencias individuales en la adopcién de
un determinado sistema de copula, pues entre el 60-75% adoptan la monogamia social
(individuos residentes) y entre el 25 — 40% de la poblacion “prefieren” la poligamia

(individuos deambuladores (Getz y cols. 1993; Salomon 1993; Salomon y Jacquot 2002;
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Ophir y cols. 2008; McGuire y Getz 2010; McGuire y cols. 2013). Pero, ¢sera posible que los
topillos de la pradera residentes tengan un fenotipo parecido al EA, mientras que los topillos
deambuladores tengan ciertos “rasgos positivos esquizoides™? Posiblemente, el sistema de
copula promiscuo es adoptado por individuos que tienen déficits en la memoria visuo-espacial
(Robinson 2015; Ophir 2017). Curiosamente, este tipo de déficits cognitivos se presentan de
manera continua en pacientes con esquizofrenia (American Psychiatric Association, 2013;
Millan y cols. 2014) incluso en fases prodrémicas (Miret y cols. 2016) y guardan cierta
relacién con la hipofuncién del receptor NMDA y sus consecuencias neurobiolégicas (Cannon
2015; Millan y cols. 2014).

Como se discutié anteriormente, el antagonismo crdnico del receptor NMDA pudo inducir una
serie de déficits cognitivos (por ejemplo, en el reconocimiento social y/o en la memoria visuo-
espacial) que alteraron la capacidad del topillo de la pradera macho para asignar su conducta
en relacion con la familiaridad de la hembra. Entonces, se podria suponer que en los machos
tratados con MK-801 se favoreceria —de manera artificial- la eleccion de un determinado
sistema de copula. Por lo tanto, las consecuencias neurobioldgicas del antagonismo del
receptor NMDA podrian representar un mecanismo que favorezca la variabilidad conductual
en el topillo de la pradera, pero también favoreceria en esos individuos cierta vulnerabilidad a
la esquizofrenia. Esta vulnerabilidad seria observada como individuos que presenten —por
ejemplo- algunos déficits cognitivos, aunque no necesariamente sintomas patolégicos; también
los individuos serian mas susceptibles a ciertos procesos patologicos asociados a la
esquizofrenia. Esta aproximacion para entender los mecanismos patolégicos de los trastornos
neuropsiquiatricos se basa en los principios de la medicina evolutiva, que asumen la
prevalencia de las patologias desde la vulnerabilidad como un sub-producto de la variacion
natural en rasgos que fueron favorecidos por procesos evolutivos y de seleccion sexual (ver

Grunspan y cols. 2018).
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9. Conclusiones.

Primero, se probd la utilidad de una nueva metodologia para analizar la conducta afiliativa del
topillo de la pradera durante la prueba de preferencia. La nueva propuesta implicé dos cambios
con respecto al método previamente publicado, uno en el tipo de muestreo y otro en el registro
de conductas no afiliativas. Entonces, se registro la conducta por un método de muestreo
instantaneo, en lugar de continuo, lo cual permitié un ahorro sustancial del tiempo empleado
para cuantificar la conducta y supuso una clara ventaja de nuestra propuesta. Por la otra parte,
se complementd el anélisis de la conducta afiliativa con el registro de conductas no afiliativas
desplegadas durante la prueba de preferencia. Para este segundo cambio, se tomo en cuenta el
repertorio social del topillo de la pradera en condiciones naturales, el cual no solo implica el
despliegue de conductas afiliativas desplegadas preferencialmente al otro miembro de la
pareja, sino que también incluye la expresion de conductas (ej. exploracion social) que
permiten identificar a miembros fuera de la pareja. Por lo tanto, al cuantificar la conducta no
afiliativa el método de registro instantaneo podria representar con mas veracidad la intrincada
naturaleza de las interacciones sociales —posiblemente tripartitas- que toman lugar durante esta
prueba.

Luego, utilizando ambas metodologias de analisis conductual se caracterizO el patron
conductual de los machos que se han enganchado en un vinculo duradero; este patrén incluyé
una expresion diferencial de conductas afiliativas y no afiliativas en relacién con la
familiaridad de la hembra. Se observé que los machos desplegaron preferencialmente con la
pareja una mayor duracion o un nimero mayor de conductas afiliativas, mientras que a la
hembra desconocida dirigieron una menor duracion de conductas afiliativas y/o un mayor
nimero de conductas no afiliativas. Por lo tanto, se pudo proponer que el CLaL y la
preferencia de pareja indican no solo la formacion del vinculo de pareja de larga duracion,
sino también el mantenimiento y/o reforzamiento del mismo.

Finalmente, empleando el método de muestreo instantaneo (nueva metodologia) se
determinaron los efectos del antagonismo crénico del receptor NMDA sobre la conducta
afiliativa del topillo de la pradera macho. Las caracteristicas de estos efectos son la
persistencia, debido a que se observaron despues de 17 dias de terminar el tratamiento; y la
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selectividad, dado que solo se afectd la capacidad de los machos para asignar la conducta
afiliativa y no afiliativa en relacion con la familiaridad de la hembra.

Especulamos que el antagonismo cronico del receptor NMDA en el topillo de la pradera: a)
indujo alteraciones cognitivas (ej. déficits en el reconocimiento social) que impidieron a los
machos tratados con MK-801 asignar diferencialmente su conducta en relacién con la
familiaridad de la hembra; b) favorecid alteraciones neurobioldgicas (ej. desbalances
dopaminérgicos y alteraciones metabolicas) en regiones cerebrales (ej. CPF, NAcc, corteza
retrosplenial) que participan en la formacion del vinculo de pareja, lo cual pudo originar un
“circuito deficiente” en los machos tratados con MK-801; c¢) debido a la relacion con la
patofisiologia y sintomas de la esquizofrenia, puede representar el primer paso para validar un
nuevo modelo animal de los sintomas de este trastorno.

Posiblemente, el topillo de la pradera pueda resultar ventajoso respecto a otros modelos
similares, pues ninguno de los que actualmente se utilizan para mimetizar los sintomas de la

esquizofrenia mimetizan las alteraciones en la formacion del vinculo de pareja.
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10. Perspectivas.

El presente trabajo abre una serie de oportunidades de estudio en el campo de la conducta
afiliativa comparativa y el desarrollo de nuevos modelos animales para entender alteraciones
en la conducta social de algunos trastornos neuropsiquiatricos, como la esquizofrenia.

El primer experimento permitio caracterizar el patron conductual de machos enganchados en
un vinculo de pareja duradero. Pero ¢podria el éxito reproductivo de la pareja determinar el
despliegue conductual del macho? O ¢la expresion preferencial del CLaL con la hembra de la
pareja predecira si un macho adopta la monogamia? Ambas preguntas abonarian informacién
sobre los factores que ha favorecido la expresion de ciertas conductas en relacion al contexto
ecologico y reproductivo de la especie.

Por el otro lado, en el segundo experimento se prob6 que el antagonismo cronico del receptor
NMDA indujo alteraciones persistentes sobre la asignacion de la conducta del topillo de la
pradera macho en relacion con la familiaridad de la hembra. Pero, no se determind si estos
efectos son pasajeros o duraderos, es decir los machos tratados con MK-801 podrian
eventualmente formar un vinculo de pareja si se incrementa el tiempo de cohabitacién por
ejemplo. Tampoco identificamos puntualmente ¢cuéles son los mecanismos conductuales (gj.
reconocimiento social, interaccion social) alterados al antagonizar de manera crénica el
receptor NMDA? Ni ¢cudles regiones o circuitos cerebrales son alterados al antagonizar de
manera cronica el receptor NMDA? EIl responder estas preguntas permitira continuar con la
validacion del modelo animal, dado que se veria una relacion entre las alteraciones inducidas
por MK-801 y aquellas observadas en la esquizofrenia.

Finalmente, seria importante validar que las alteraciones observadas guardan una relacion
cercana con la medicacion, por lo tanto cabria la pregunta ¢las alteraciones en la conducta
afiliativa inducidas al antagonizar cronicamente el receptor NMDA en el topillo de la pradera
pueden ser atenuadas por los antipsicoticos? Esta pregunta permitiria cumplir con un tercer

criterio para validar nuestro modelo, el criterio predictivo.
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