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RESUMEN

EFECTOS DE LA FORMACION DE VINCULOS DE PAREJA SOBRE LA
CONECTIVIDAD FUNCIONAL CEREBRAL EN MICROTUS OCHROGASTER

El topillo de la pradera, Microtus ochrogaster, se ha convertido en un modelo roedor relevante en
el estudio de conductas sociales complejas. Estudios previos han relacionado el vinculo de pareja
en el topillo de la pradera con cambios plasticos cerebrales en multiples regiones. Sin embargo, la
interaccion entre estas regiones y su relevancia en conductas socio-sexuales no ha sido descrita
completamente. En este trabajo, la técnica de imagen por resonancia magnética funcional en estado
de reposo (rsfMRI) permitid explorar los cambios longitudinales en regiones relacionadas al
vinculo de pareja. Se obtuvieron datos basales de rsfMRI de topillos de la pradera machos y
hembras y se compararon con datos rsfMRI obtenidos a las 24 horas y dos semanas de cohabitacion
con copula. Entre las 48 y 72 horas de cohabitacion, los topillos presentaron una preferencia
significativa por su pareja. Nuestros hallazgos sugieren la existencia de una red cerebral que
engloba cambios longitudinales significativos en la corteza cingulada anterior, nticleo olfatorio
anterior, giro dentado, hipocampo dorsal, septum lateral, corteza medial prefrontal, corteza
retrosplenial, hipocampo ventral, y el area tegmental ventral. Adicionalmente, se encontr6 que la
conectividad funcional cerebral basal de subredes especificas predice el nivel de expresion de
conductas afiliativas al inicio de la cohabitacién. Ademas, el cambio a largo plazo de una subred
estd asociada con la fortaleza del vinculo de pareja. En general, nuestros hallazgos evidencian
cambios plésticos a nivel de redes cerebrales asociados al proceso del vinculo social y proveen un

método novedoso para el estudio de la neurofisiologia de conductas sociales.



SUMMARY

EFFECTS OF PAIR BONDING ON MICROTUS OCHROGASTER BRAIN
FUNCTIONAL CONNECTIVITY

Microtus ochrogaster, the prairie vole, has become a valuable rodent model to study complex social
behaviors. Previous studies have related pair bonding in the prairie vole with plastic changes in
several brain regions. However, the interaction between these regions and their relevance in socio-
sexual behaviors has yet to be described. In this study, we used resting state functional magnetic
resonance imaging (rsfMRI) to explore the longitudinal changes in brain regions previously
associated with pair bonding. Prairie voles were scanned at baseline, after 24 hours and two weeks
of cohabitation with a sexual partner. Between 48 and 72 hours of cohabitation, voles showed
significant preference for their partner. Network based statistics showed no sex differences in
functional connectivity but revealed a common network with significant longitudinal changes in
the anterior cingulate cortex, anterior olfactory nucleus, dentate gyrus, dorsal hippocampus, lateral
septum, medial prefrontal cortex, retrosplenial cortex, ventral hippocampus, and ventral tegmental
area. Furthermore, baseline functional connectivity in three sub-networks predicted the level of
affiliative behavior in the first hours of cohabitation. Finally, a relationship was found between the
strength of the pair bond a functional connectivity subnetwork. Overall, our findings evidenced the
association between network-level changes and the process of social bonding, providing a novel

approach to further investigate the neurophysiology of complex social behaviors.
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1. INTRODUCCION

1.1 El vinculo social

La palabra vinculo en un contexto social puede definirse como una relacion de apego entre dos o
mas individuos (Bowlby, 1969; Broad et al., 2006). En todas las especies de mamiferos, el vinculo
es una estrategia de vida que promueve la supervivencia de la siguiente generacion. En el ser
humano, que evolucioné como un animal social, un vinculo también se puede referir a cualquier
relacion social con la pareja, padres, familiares, amigos, etc. (Lee y Lok, 2012). Siendo un elemento
esencial en la vida diaria de las poblaciones humanas, el vinculo social tiene un crucial impacto
psicologico, fisiologico, y conductual en los individuos (Lieberwirth y Wang, 2014), incluso
pudiéndose considerar como la base de la civilizacion (Seeman y Crimmins, 2001). Uno de los

vinculos mas relevantes que constituye la base familiar en el ser humano es el vinculo de pareja.

1.1.1 El vinculo de pareja

El vinculo de pareja es un patron de conducta sexual en especies animales, en el cual los machos y
hembras sexualmente maduros conviven de manera relativamente permanente (Fletcher et al.,
2015). Este tipo de vinculo puede ocurrir en tres contextos distintos: un macho teniendo vinculo
con varias hembras (poliginia), una hembra teniendo vinculo con més de un macho (poliandria), y
la monogamia, en la cual el vinculo de pareja se forma entre una hembra y un macho, generalmente
de manera exclusiva y sostenida. A su vez este tipo de vinculo puede subdividirse en monogamia
social, en la cual hay una asociacion selectiva entre una hembra y un macho pero no hay
exclusividad sexual, y la monogamia sexual, en la cual los individuos que han formado un vinculo
de pareja so6lo se aparean entre si (Carter et al., 1995). La monogamia se considera una forma poco
comun de conducta sexual en especies mamiferas, estimdndose en alrededor del 3% (Rutberg,
1983). Sin embargo, en humanos es el tipo de vinculo socio-sexual de mayor preponderancia,

estando presente en mas del 80% de las sociedades humanas (Chapais, 2013).

VI



INTRODUCCION

1.1.1.1 Monogamia

Se ha propuesto que a lo largo de la evolucion, el ser humano desarroll6 la tendencia a una conducta
mondgama que se atribuye a una necesidad de division de labor entre la hembra y el macho, asi
como a la participacion activa del macho en el cuidado parental dado el alto costo que implica criar
a la progenie (Chapais, 2013; Fletcher et al., 2015; Gavrilets, 2012). De acuerdo con esta idea, la
formacion de un vinculo de pareja monodgamo permite que los hijos reconozcan a sus padres de
manera constante, y subsecuentemente condujo al surgimiento de un nuevo tipo de familia, el cual
promovi6 el desarrollo de inteligencia social y de comunidades humanas cooperativas (Fletcher

et al., 2015; Gavrilets, 2012).

La permanencia del vinculo en una pareja socio-sexual tiene un impacto profundo en el bienestar
social, cognitivo, y emocional de los mismos. Las relaciones maritales estables se han asociado a
una disminucidn en depresion psicoldgica, incremento en la esperanza de vida y a una mejor
respuesta inmunologica y salud cardiovascular (Kiecolt-Glaser et al., 2010). La estabilidad de una
pareja incluso tiene impacto sobre su descendencia, ya que se ha encontrado que padres que
constituyen un vinculo de pareja estable, tienden a mejorar el panorama de sus hijos a través de
una mayor seguridad emocional y una disminucioén de conductas de riesgo como la delincuencia y
consumo de drogas (Davies y Cummings, 1994; Stein y Vythilingum, 2009). Diversos trabajos han
observado que hijos de familias con ausencia del padre tienen un mayor riesgo de contraer
enfermedades y presentar un pobre desarrollo social y emocional (Waldfogel et al., 2010). Cabe
mencionar que un déficit o anormalidad en la formacion de vinculos sociales es una caracteristica
central de un gran nimero de psicopatologias, incluyendo el autismo, trastorno obsesivo-
compulsivo, y estrés post-traumatico (Bartz y Hollander, 2006). Dado que los vinculos sociales,
incluyendo el vinculo de pareja, son un aspecto vital para una adecuada calidad de vida en el ser

humano, resulta relevante y necesario estudiar los fundamentos neurobiolégicos que los subyacen.

1.2 Neurobiologia de la conducta social

Los vinculos sociales son resultado de mecanismos hormonales y la activacion de circuitos
cerebrales emocionales, circuitos de recompensa y reconocimiento sensorial (Broad et al., 2006).

El desarrollo de modelos que describen el procesamiento inter-regional de informacién ha llevado
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a la denominacién de redes neuronales funcionales que describen los patrones de actividad y
reflejan una conducta (Kelly y Goodson, 2014). Actualmente se han descrito dos redes principales
que estdn altamente conservadas en mamiferos y en vertebrados: la red de conducta social y el
sistema mesolimbico de recompensa (Lauren A. O’Connell y Hofmann, 2011). La primera, a través
de la liberacion de hormonas esteroides y neurotransmisores, regula conductas sociales como la
reproduccion, la agresion, y el cuidado parental; el segundo evalta la prominencia, i.e. (salience)
estimulos sensoriales o aspectos de estimulos que destacan por encima de otros (Uddin, 2015), a
través de sefializacion dopaminérgica (L. A. O’Connell y Hofmann, 2012). Ambos circuitos
constituyen la red de toma de decisiones sociales (SDM: social decision-making), la cual gobierna
la evaluacion de estimulos y la conducta social (Johnson et al., 2017) (Figura 1). Algunas regiones
cerebrales que constituyen estas redes son el hipotdlamo anterior (AH), el nucleo accumbens
(NAcc), el hipocampo (HIP), el septum lateral (LS) la amigdala medial (MeA), el area predptica
(POA), entre otras (Ko, 2017; Lauren A. O’Connell y Hofmann, 2011). Los circuitos neuronales
previamente mencionados se modulan a través de la liberacion de hormonas esteroides y
neurotransmisores, entre los cuales se puede mencionar la dopamina (DA), la oxitocina (OXT), la
arginina vasopresina (AVP), el acido gama-amino-butirico (GABA), glutamato, y el factor
liberador de corticotropina (CRF) (Lieberwirth y Wang, 2014; K. A. Young et al., 2011). Como
ejemplo, se ha encontrado que una red de conectividad funcional constituida por el hipocampo, la
corteza medial prefrontal (mPFC), la corteza cingulada anterior (ACC) y la amigdala es requerida
para la consolidacion de la memoria de reconocimiento social en ratones, proceso que se encuentra

mediado por transcripcion de CREB, un factor de plasticidad neuronal (Tanimizu et al., 2017).

La diversidad en la dindmica e interaccion dentro de una region y entre redes, resulta en una
plasticidad cerebral que tiene repercusion directa en la conducta socio-sexual tipica de cada especie
y de cada sexo, (Johnson y Young, 2017; L. A. O’Connell y Hofmann, 2012). Dado lo anterior,
conocer a detalle los mecanismos neurobioldgicos de la conducta social es una tarea compleja, pero

ha alcanzado progresos importantes.
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Figura 1. Regiones asociadas al circuito de toma de decisiones sociales (SDM) en mamiferos.

Las regiones de la red de conducta social se representan en amarillo, las regiones del sistema de
recompensa mesolimbico estan marcadas en color azul y las regiones que comparten ambas redes
se encuentran representadas en color verde. Leyenda de regiones: estriado (Str), area ventral
tegmental (VTA), pallidum ventral (VP), nticleo accumbens (NAcc), amigdala medial (meAMY),
sustancia gris central (PAG), hipotadlamo ventromedial (VMH), amigdala basolateral (blaAMY),
nucleo del lecho de la estria terminal (BNST), area predptica (POA), hipotdlamo anterior (AH),
hipocampo (HIP) y septum lateral (LS). Tomado de (Lauren A. O’Connell y Hofmann, 2011).

El interés en dilucidar los mecanismos neurobioldgicos de la conducta sexual humana a mayor
profundidad ha conducido a emplear modelos animales cuyas estrategias de vida sean comparables
a las humanas y permitan realizar estudios traslacionales. Entre algunos, se puede mencionar al
mono titi (Callithrix spp.), al raton californiano (Peromyscus californicus),y al topillo de la pradera
(Microtus ochrogaster), el ultimo obteniendo una gran popularidad en los tltimos afios por el gran

nimero de ventajas descritas a continuacion (K. A. Young et al., 2011).

1.2.1 Topillo de la pradera (Microtus ochrogaster)

El topillo de la pradera (Microtus ochrogaster) es un roedor socialmente monoégamo que vive en
madrigueras y su habitat natural son los pastizales del medio oeste de E.E. U.U. y sur de Canada
(Figura 2). Estos pequefios mamiferos usualmente se encuentran en grupos familiares multi-
generacionales, con una Unica pareja teniendo crias en un nido compartido en el cual ambos
progenitores participan en el cuidado de las crias (Insel, 1997; K. A. Young etal., 2011). La
estrategia socialmente mondgama del topillo de la pradera se ha atribuido a las adversidades del
ecosistema del cual es nativo, como es la disponibilidad de alimento (Cole et al., 1979; Young
et al., 2011). Lo que hace al topillo de la pradera un modelo neurobioldgico interesante, es que

tienen un comportamiento social altamente desarrollado que fue descrito en campo y se puede

10



INTRODUCCION

manifestar en un entorno de laboratorio, incluso siendo criados en cautiverio (Carter et al., 1995;

Insel, 1997).

Algunas de las peculiaridades conductuales que posee esta especie es la formacion de vinculos de
pareja, y si llegara a ocurrir la muerte de uno de ellos, solamente el 20% de las veces el
sobreviviente aceptard una nueva pareja (Lieberwirth y Wang, 2016). Las crias de la pareja
usualmente permanecen en el grupo familiar y s6lo son sexualmente activas cuando lo abandonan.
Las hembras sexualmente maduras cambian a un estado de receptividad sexual a las 24 horas de
ser expuestas a sefiales quimicas de la orina de un macho no emparentado, con el cual si se aparea
repetidamente durante al menos 6 horas o cohabitan durante 24 horas, se formard un vinculo de
pareja (Williams et al., 1992). Otras conductas sociales observadas es que muestran agresividad
territorial y selectiva hacia conespecificos que consideran extrafios, y presentan cuidado biparental
o aloparental (Insel, 1997; Lieberwirth y Wang, 2016; K. A. Young et al., 2011). En el cuidado
biparental tanto el padre como la madre muestran conductas de proteccion hacia las crias (Ahern
et al., 2011), mientras que el cuidado aloparental es aquel provisto por individuos ajenos a los

padres (Kenkel et al., 2017).

Dado el alto grado de conservacion que se ha encontrado en los aspectos neurobioldgicos sociales
entre estos animales y los humanos, el topillo de la pradera ha demostrado ser de gran utilidad para
la investigacion enfocada a la depresion, autismo, vinculos sociales, apoyo social, adicciones y

drogas de abuso, etc. (K. A. Young et al., 2011).

Figura 2. Ejemplares adultos de topillo de la pradera
(Microtus ochrogaster).

11
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2. ANTECEDENTES

2.1 Modulacion de la conducta social en Microtus
ochrogaster

2.1.1 EIl papel de la oxitocina, dopamina, y arginina-vasopresina en
diferentes estrategias de vida

La OXT, DA y AVP son neurotransmisores cuya liberacion tiene un papel central en la
manifestacion de conductas socio-sexuales en mamiferos y algunos vertebrados. A través de
estudios histologicos, se ha encontrado que la activacion de receptores de OXT modula la red de
saliencia social (SSN) en topillos de la pradera machos (Johnson et al., 2017). Esta red incluye
multiples nodos de la red SDM, la corteza prefrontal, y el nicleo paraventricular (PVN) (Johnson
etal., 2017). Otras conexiones relevantes son aquellas entre el 6rgano vomeronasal, el bulbo
olfatorio accesorio, y la amigdala medial (MeA), los cuales tienen un rol importante en el
procesamiento de sefiales quimio-sensoriales involucradas en la formacién de la preferencia de
pareja o vinculo de pareja (Johnson y Young, 2017; Ko, 2017; K. A. Young et al., 2011) (Figura
3). En el caso de la DA, se ha reportado que juega un papel importante en la regulacion del vinculo
de pareja a través del sistema mesolimbico, el cual se ha asociado a la motivacion (K. A. Young
etal., 2011), y se estaria liberando en regiones especificas como el NAcc para que exista una
adecuada expresion de la conducta posterior a la formacion del vinculo (Zuoxin Wang y Aragona,

2004).

El topillo de la pradera tiene la ventaja de la realizacion de estudios comparativos, ya que otras
especies de topillos cercanamente emparentadas, Microtus montanus y Microtus pennsylvanicus,
comparten muchas caracteristicas con M. ochrogaster a excepcion de su comportamiento social:
ambas especies no son socialmente mondgamas, los machos no manifiestan cuidado parental y las
madres abandonan a sus crias a los 14 dias del parto (Insel, 1997; K. A. Young et al., 2011). Al
comparar la distribucion de receptores para OT y AVP, estos se encuentran expresados en circuitos

cerebrales distintos. Como ejemplo, en M. ochrogaster y M. pinetorum, ambas especies siendo

12
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socialmente mondgamas, los receptores de OT se encuentran en regiones asociadas al circuito de
recompensa, como el NAcc, el ntcleo del lecho de la estria terminal (BNST) y la mPFC; mientras
que en M. montanus y M. pennsylvanicus se expresan en el septum lateral (LS), el hipotdlamo
ventral medial, y en la amigdala anterior cortical (K. Gobrogge y Wang, 2016; Ross et al., 2009;
K. A. Young et al., 2011). Adicionalmente, las especies de topillo mondgamas expresan receptores
de DA en el BNST, en el postero-dorsal de la MeA, y el area ventral tegmental (VTA), ademas de
presentar una inervacion de terminales dopaminérgicas importante en el NAcc y caudado putamen.
Las especies de topillos promiscuos presentan un nimero bajo de células dopaminérgicas en el
BNST y la MeA postero-dorsal (K. A. Young et al., 2011). Consecuentemente, se ha propuesto
que las diferencias en la distribucion de receptores en estas especies resultan en una actividad de
circuitos cerebrales particular de la que derivan distintas estrategias de vida (Insel, 1997; Ko, 2017;

K. A. Young et al., 2011).

mmmm Oxytocin
= Dopamine

OT Receptor Density
- C——__ +

Current Opinion in Neurobiology

Figura 3. Ilustracion esquematica del circuito neuronal dopaminérgico y de oxitocina
involucrado en la formacidén del vinculo de pareja en el topillo de la pradera.

Las densidades de receptores de OT se muestran como un gradiente en las distintas
regiones donde inervan proyecciones de este neuropéptido. Leyenda de regiones: corteza
prefrontal (PFC), caudado putamen (CP), drea ventral tegmental (VTA), nicleo
paraventricular (PVN), nticleo accumbens (NAcc), amigdala (Amyg), nticleo del lecho de
la estria terminal (BNST), area predptica medial (MPA), y septum lateral (LS).
Modificado de (Lieberwirth y Wang, 2016).

En el topillo de la pradera se ha encontrado evidencia de dimorfismo sexual en circuitos de
neurotransmision involucrados en la neurobiologia del vinculo de pareja. Se ha encontrado que
existe una expresion y distribucion diferencial de AVP en el BNST, la MeA, el pallidum ventral
(VP), y el LS en machos respecto a las hembras (Bamshad et al., 1993; Lim y Young, 2004; Z
Wang, 1995), asi como en la expresion de receptores de OXT en el hipocampo (Rice et al., 2017).

13



ANTECEDENTES

Sin embargo, atin no existe un consenso sobre si la formacion del vinculo de pareja es un proceso

dimorfico entre sexos o no.

La identificacion de estas regiones como mediadoras de la formacion del vinculo es informacion
muy relevante para comprender el mecanismo de este ultimo. Sin embargo, estos estudios consisten
en la administracion de farmacos que fungen como agonistas o inhibidores de la actividad de una
region especifica; por lo que no se estd considerando la participacion conjunta de una o mas
regiones en el proceso de la formacion del vinculo. Resultaria necesario dilucidar la interaccion

entre estas estructuras para entender el proceso a mayor profundidad.

2.1.2 El vinculo de pareja y cambios en la conectividad cerebral

Una hipdtesis actual en relacion a los cambios plasticos que ocurren como resultado de la
formacion de un vinculo de pareja propone que la formacién de éste consiste de dos procesos
plasticos distintos: la formacion de la representacion neural de la pareja, y la preferencia selectiva
por la pareja, i.e. el mantenimiento del vinculo (Walum y Young, 2018). Durante este proceso, se
crea una asociacion entre las propiedades reforzantes del sexo y la copula, con la identidad olfativa
de la pareja (Ulloa et al., 2018; L. J. Young y Wang, 2004; L. J. Young et al., 2005). La liberacion
de OXT, DA y AVP durante las interacciones socio-sexuales de los topillos de la pradera,
necesariamente desencadenaria la modulacion de multiples regiones de la red SDM que expresan
sus respectivos receptores, induciendo los cambios plasticos requeridos para la formacion y
establecimiento del vinculo (Cho et al., 1999; Johnson y Young, 2015; L. J. Young y Wang, 2004).
Por ejemplo, se ha encontrado que la formacion del vinculo de pareja incrementa la
neurotransmision dopaminérgica en el NAcc, lo cual favorece el mantenimiento del vinculo y
también activa receptores opioides asociados a la agresion hacia conespecificos (Resendez et al.,
2016). Segun el trabajo de Amadei y colaboradores (2017), registros electrofisiol6gicos mostraron
que la mPFC y el NAcc presentan un alto grado de conectividad funcional que podria estar
modulado por la liberaciéon de OT y DA. Al manipular la conectividad funcional, i.e. la sincronia
de la actividad neuronal de este circuito, se pudo acelerar la formacion de un vinculo de pareja a
través de la modulacion de una conducta de afiliacion social en hembras topillo, siendo esta el
acurrucamiento o contacto lado a lado (huddling) con un macho. Esto quiere decir que la

interaccion de circuitos neuronales es sujeta a cambios plasticos observables que tienen repercusion
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directa en la manifestacion de la conducta social, pero resulta necesario determinar el papel de otras

regiones o circuitos que puedan estar involucrados en este proceso.

2.1.3 Conectividad funcional

Los trabajos anteriores han logrado describir la forma en cémo interactian algunas regiones
neuronales, sin embargo, la necesidad de emplear métodos invasivos impide observar un panorama
mas amplio sobre la integracion y modulacion de las regiones que constituyen estas redes. La
imagen de resonancia magnética funcional en estado de reposo (rsfMRI) es una técnica que permite
observar la conectividad funcional de redes neuronales a gran escala (Mateo et al., 2017). La
conectividad funcional se puede definir como la correlaciéon temporal entre dos medidas
neurofisiologicas de distintas regiones del cerebro (Bijsterbosch et al., 2017; Friston et al., 1993).
En el caso de la rsfMRI, esta definicion implica que la conectividad funcional puede dar
informacion sobre la relacion entre patrones de activacion neuronal, es decir, las sefiales
espontaneas de BOLD (blood oxygen level dependent; dependiente de nivel de oxigenacion
sanguinea), entre dos sitios anatdbmicamente separados del cerebro (van den Heuvel y Hulshoff Pol,
2010). La conectividad funcional ha demostrado estar correlacionada con actividad neuronal
(Mateo et al., 2017), y esta sujeta a cambiar durante procesos plasticos como es en procesos de
aprendizaje y memoria tanto en humanos (Jolles et al., 2013) como en roedores (Nasrallah et al.,

2016).

Al realizar estudios de rsfMRI en topillos de la pradera macho, nuestro grupo de trabajo hall6
evidencia importante sobre la presencia de distintas redes neuronales, en el cual se identificaron 10
y 30 componentes de conectividad funcional. Entre ellos se pudieron identificar componentes
putativos de la red por defecto o de modo basal (default mode network; DMN), y red de
prominencia (salience), las cuales se ha sugerido que estan asociadas a comportamientos de
caracter social (Ortiz et al., 2018)(Figura 4). En la red por defecto, incluso se observa una
correlacion en la actividad entre la corteza prefrontal y el NAcc, regiones que, segun los circuitos
propuestos por varios autores, estdn asociadas a conductas socio-sexuales (Lieberwirth y Wang,
2016; Johnson y Young, 2017). Algunos de los componentes de conectividad funcional podrian
mostrar un cambio en la correlacion de la conectividad si hubiera una modulacion de una conducta,

como es la formacion de un vinculo de pareja. La realizacion de un mayor nimero de estudios que
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permitan describir la naturaleza de estas redes y su modulacion pléstica con mayor precision y

amplitud permitiria dilucidar la interaccion entre estas en conductas sociales.

a) Sensory/motor Components

c) Default Mode Network
IC10

<H
\_.

Figura 4. Redes en estado de reposo del topillo de la
pradera.

Identificacién de 10 componentes de conectividad
funcional a través de anélisis independiente de
componentes (ICA), donde se observan. a)
Componentes sensori/motores, incluyendo el motor
(IC02), corteza parietal (ICO1, ICO5), coliculos
(IC08). b) Estriado y corteza de asociacion frontal c)
Red por defecto o de modo basal (default mode
network). d) Red de prominencia (salience). e)
Hipocampo y corteza entorrinal (IC03, IC04).
Tomado de (Ortiz et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

Estudios previos han encontrado una base neurofisioldgica en desérdenes asociados a la conducta
social, como es el trastorno obsesivo-compulsivo, la depresion, adicciones, el trastorno del espectro
autista, entre otros; asi como en el desarrollo de vinculos sociales, de conductas afiliativas, y en el
cuidado parental. Al ser aspectos fundamentales en el bienestar del ser humano, la comprension de
los mecanismos neurobiologicos que los subyacen podra permitir el desarrollo de tratamientos mas
efectivos o terapias que pueden mejorar la calidad de vida de personas que padecen las diversas
condiciones, y que pueden comprometer la salud a través de la conducta social. En el modelo
Microtus ochrogaster, se han hecho hallazgos importantes sobre como el desarrollo del vinculo de
pareja y la manifestacion de conductas socio-sexuales, son consecuencia de cambios plasticos en
el cerebro, lo cuales influyen en la supervivencia y bienestar de este roedor. No obstante, estos
mecanismos no han sido del todo dilucidados porque son parte de un proceso complejo que implica
la participacion de multiples circuitos neuronales en el tiempo. La exploracion de estos mecanismos
a través de la técnica de imagenologia por resonancia magnética en restado de reposo, un método
novedoso con un gran numero de ventajas y escasamente realizado en otros modelos, podria
proveer informacion relevante sobre la neurobiologia del vinculo social y la modulacion de esta en
el topillo de la pradera; ademas que, de ser implementado, este método tendria grandes alcances en

el estudio de las conductas sociales complejas.

4. HIPOTESIS

La formacion del vinculo de pareja producira cambios plasticos en la conectividad funcional de

regiones neuronales que modulan la conducta socio-sexual de Microtus ochrogaster.

5. OBJETIVO

Describir la conectividad funcional de las redes en estado de reposo antes y después de la formacion

del vinculo de pareja en el modelo Microtus ochrogaster.
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5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar los cambios longitudinales de conectividad funcional cerebral en tres tiempos
distintos: conectividad basal, después de 24 horas de cohabitacion, y dos semanas después
de la cohabitacion.

= Evaluar la expresion de conductas afiliativas en el topillo de la pradera durante las primeras
6 horas de cohabitacion.

= Evaluar la formacion del vinculo de pareja entre las 48 y 72 horas de cohabitacion.

= Explorar los correlatos entre la conectividad funcional con la expresion de conductas

afiliativas y de vinculo de pareja.
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6. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

6.1 Sujetos

6.1.1 Microtus ochrogaster

Se utilizaron topillos de la pradera hembra y macho (Microtus ochrogaster) adultos (12 semanas
de edad) y sexualmente inexpertos. Los animales son descendientes de parejas generosamente
donadas por el Dr. Larry J. Young de su colonia en Emory University. Previamente, todos los
animales fueron destetados a los 21 dias de nacidos y alojados en cajas de acrilico de 48x25x20
cm con sujetos del mismo sexo y en una habitacion con ciclo de luz controlado (14:10 luz-
oscuridad), a una temperatura de 23°C. Las pruebas conductuales se realizaron durante la fase de
luz por ser la parte del ciclo donde se muestran activos. A los sujetos se les provey6 de alimento
para conejo (LabDiet, St. Louis, MO, USA), avena, semillas de girasol y agua ad libitum dentro de
las instalaciones del Instituto de Neurobiologia, UNAM.

Catorce dias antes de la realizacion de la primera prueba conductual, las hembras fueron sometidas
a cirugia de ovariectomia bilateral bajo anestesia con sevoflorano; primero administrando una dosis
de induccion al 3% y posteriormente al 2-2.5% como dosis de mantenimiento. Después de las
cirugias, las hembras fueron alojadas en cajas individuales para su recuperacion. Transcurridos 10
dias de recuperacion de la cirugia, una capsula de tubo de silastico (Dow Corning™ Silastic™
Laboratory Tubing; Thermo Fisher Scientific, Pittsburg, USA) fue implantada en las hembras via
s.c. para recibir una liberacion lenta de benzoato de estradiol (BE; 17f-estradiol; Sigma Aldrich,
Missouri, E.E.U.U) disuelto en aceite vegetal (0.5 mg/mL de BE) cuatro dias antes de las pruebas
experimentales para inducir receptividad sexual (Strom et al., 2012). Los experimentos se llevaron
a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-CZ0O0-199) y con la aprobacion del
Comité Local de Bioética del Instituto de Neurobiologia (protocolo 072).

6.1.2 Diseno experimental

Sujetos de ambos sexos (N=16 machos intactos y N=16 hembras ovariectomizadas (OVX) y con
capsula s.c. de BE), fueron sometidos a tres sesiones de adquisicion de imagenes por resonancia

magnética (RM). La primera sesion de RM se realiz6 con el fin de obtener un rsfMRI basal antes
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de las sesiones conductuales. Un dia después de la primera sesion se inicid el protocolo de
cohabitacion, donde a cada sujeto se le asigno una pareja del sexo opuesto no emparentada y de
manera aleatoria, y cada pareja fue alojada y monitoreada en una caja de acrilico limpia con el fin
de permitir copula e interaccion libre con el topillo del sexo opuesto. Una vez iniciada la
cohabitacion, los animales ya no fueron separados de su pareja y permanecieron en su caja hogar
durante el transcurso de todo el experimento, Unicamente siendo separados para pruebas
conductuales y sesiones de RM. Transcurridas 24 horas de cohabitacion, los sujetos fueron
sometidos a una segunda sesion de RM para obtener un rsfMRI posterior al inicio de la
cohabitacion y de interaccion socio-sexual. Con la finalidad de determinar si los sujetos formaron
un vinculo de pareja, se llevo a cabo la prueba de preferencia de pareja (PPP) después de la segunda
sesion de RM, es decir, entre las 48 y 72 horas de cohabitacion. Una vez transcurridos 14 dias
cohabitacion, se realizé la tercera sesion de RM (Figura 5). De acuerdo con reportes previos, el
vinculo de pareja en el topillo de la pradera y sus conductas asociadas se establecen por completo
a las dos semanas (14 dias) de cohabitacion (Aragona et al., 2006; K. L. Gobrogge et al., 2007;
McNeal et al., 2014).

RM 1 RM 2 RM 3
‘@ ovx | T o PPP
el T e T s T

basal ey 24 hOras
1 2 semanas

cohabitacién

Figura 5. Disefio experimental y secuencia cronoldgica de los protocolos experimentales.

Las topillas fueron bilateralmente ovariectomizadas antes de los protocolos de RM y de conducta. Después de un periodo de
recuperacion de 10 dias, se les implantaron capsulas de silastico con E2B (benzoato de estradiol) via subcutdnea para inducir
receptividad sexual 4 dias antes del protocolo de cohabitacién. Una vez que las parejas de topillos llevaron iniciaron el protocolo
de cohabitacién, cada una fue alojada en su propia caja hogar durante el transcurso de todo el experimento, tinicamente siendo
separadas para pruebas conductuales y sesiones de RM. OVX: cirugia de ovariectomia. RM: sesién de adquisicién de imagenes de
resonancia magnética. PPP: prueba de preferencia de pareja.

6.2 Resonancia magnética

Para poder describir las redes involucradas en la conducta sexual de formacion de vinculo de pareja

en Microtus ochrogaster, se utilizaron técnicas de adquisicidon de imdagenes por resonancia
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magnética, incluyendo la obtencién de imdgenes sensibles a cambios en la concentracion de
oxigeno en la sangre (BOLD, por las siglas en inglés de Blood oxygenation level dependent) para
estudiar la conectividad funcional, y la adquisicion de imagenes estructurales como referencia

anatoémica.

6.2.1 Adquisicidon de imagenes

La adquisicion de iméagenes se realizo con un equipo de resonancia magnética de 7 Teslas Bruker
Pharmascan  70/16US, (Bruker, Ettlingen, Alemania), utilizando una bobina de
transmision/recepcion MRI CryoProbe (Bruker, Ettlingen, Alemania) (Figura 6). Los protocolos
de imagen se llevaron a cabo a través del software Paravision-6 (Bruker, Ettlingen, Alemania).
Antes de iniciar la secuencia de resonancia funcional fMRI, se adquirieron mapas de campo de una
mascara elipsoide del craneo para optimizar la homogeneidad del campo magnético local. Se
obtuvieron imagenes rstMRI BOLD utilizando una secuencia ecoplanar spin-eco (SE-EPI) de una
duracién de 10 minutos: tiempo de repeticion (TR) = 2000 ms, tiempo de eco (TE) = 19 ms, dngulo
de inclinacion (flip angle, FA) = 90°, campo de vision (field of view, FOV) = 18 x 16 mm?, MD =
108x 96, teniendo asi una dimension de voxel de 0.167 x 0.167 mm?, y un grosor de rebanada de
0.7 mm (Figura 7, b). Posteriormente se realiz6é un escaneo anatémico utilizando una adquisicion
rapida spin-eco Turbo-RARE con los siguientes pardametros: TR = 1800 ms, TE = 38 ms, factor
RARE = 16, nimero de promedios (NA) =2, campo de vision (FOV) = 18 x 20 mm?, una dimension
de matriz (MD) = 144 x 160, y un grosor de rebanada de 0.125 mm, resultando en voxeles

isométricos de 0.125 x 0.125 x 0.125 mm? (Figura 7, ¢).

21



SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

Figura 6. Equipo de resonancia magnética.

Resonador magnético de 7 Teslas Bruker Pharmascan 70/16US, (Bruker, Ettlingen, Alemania) para animales
pequeftios en las instalaciones del Laboratorio Nacional de Imagenologia por Resonancia Magnética en el
Insituto de Neurobiologia, UNAM.

Dado que la adquisicion de imagenes por resonancia magnética implica mantener inmoviles a los
sujetos y los topillos de la pradera no se habittian a inmovilizaciéon forzada (Yee et al., 2016), los
animales fueron anestesiados durante las sesiones de adquisicion para evitar movimiento excesivo
y generacion de estrés. El protocolo de anestesia consistié en una induccién con una mezcla de
oxigeno con isoflurano al 3% para el posicionamiento del sujeto en la cama de la antena, momento
en el cual la cabeza de los animales fue inmovilizada con una barra fijadora de incisivos y
mantenida en su posicién por un adaptador adecuado para ese fin (Figura 7a). Una vez que los
sujetos fueron posicionados de manera segura, el isoflurano en la mezcla de anestesia se redujo al
2% y se les administrd un tnico bolo de 0.05 mg/kg de dexmedetomidina (Dexdomitor, Zoetis,
Me¢xico) diluido en solucion salina via subcutdnea. Cinco minutos después de la inyeccion del bolo,
la dosis de isoflurano se disminuy6 y mantuvo a una concentraciéon 0.5% durante el resto de la
sesion. De acuerdo con algunos reportes, la combinacion de ambos anestésicos a dosis bajas es
Optima para protocolos de rsfMRI en roedores y resulta en un estado de conectividad cerebral mas
similar al de vigilia en comparacion a otros anestésicos como el isoflurano por si solo, uretano y
alfacloralosa (Grandjean et al., 2014; Paasonen et al., 2018). Sin embargo, tanto la mezcla y dosis
de anestésicos como la via de administracion fueron previamente estandarizados para este trabajo
en topillos de la pradera y fue suficiente para mantener al animal sedado en el tiempo requerido.
El tiempo desde la induccidon de la anestesia hasta la finalizacion de la ultima secuencia de

adquisicion de RM fue de aproximadamente 75 minutos. La temperatura corporal se mantuvo
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utilizando una cama térmica de agua caliente circulante, la frecuencia respiratoria fue monitoreada
con un sensor de almohadilla neumatica, y la saturacion de oxigeno en la sangre se registro a través
de un pulso-oximetro infrarrojo, todos los instrumentos siendo compatibles para resonancia
magnética (SA instruments Inc., Stony Brook NY). La adquisicién de imagenes de RM era iniciada
cuando los registros fisiologicos se encontraban estabilizados (~15 minutos después de inyeccion
del bolo). Después de las sesiones de adquisicion, los animales fueron monitoreados hasta su

completa recuperacion de la anestesia y fueron colocados nuevamente en su caja hogar.

Figura 7. Adquisicion de imagenes de
resonancia magnética.

a) Fotografia que detalla la sujecién de
un topillo en la cama del resonador con
los accesorios de monitoreo fisiolégico
colocados y se encuentra preparado
para ser ubicado en el interior del
magneto. b) Ejemplo de una imagen
funcional fMRI ecoplanar spin-eco de un
sujeto adquirida en estado de reposo. c)
Ejemplo de una imagen anatémica spin-
eco Turbo-RARE pesada a T2.
Fotografias tomadas por la autora.

b gTopillos_F02502
bTopitios_F 32502
N7

6.2.2 Preprocesamiento de datos de resonancia funcional

El pre-procesamiento de los datos se realizé con el software FSL v5.0.9 (Jenkinson et al., 2012).
Los primeros volimenes de cada serie funcional fueron descartados para evitar la inestabilidad de
la sefial inicial. Después se llevd a cabo una correccion temporal de adquisicion de volumenes y
correccion de movimiento utilizando el primer volumen como referencia. Este mismo volumen se
utilizo para determinar la transformacion de cuerpo rigido a la imagen anatomica correspondiente.
Como mapa cerebral, se utilizdo un mapa modelo para topillos de la pradera creado previamente
(Ortiz et al., 2018). La transformacion de cuerpo rigido se combino con la transformacion no lineal
definida previamente del mapa cerebral modelo y las imagenes funcionales se llevaron al mapa
cerebral modelo y re-muestreadas a una resolucion final de 0.4x0.4x0.4 mm3. Una vez en el

espacio del modelo, se obtuvieron los primeros 5 auto-vectores (series de tiempo) dentro de la
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mascara combinada de sustancia blanca y liquido cefalorraquideo, proporcionada con el template
cerebral de topillos (Ortiz et al., 2018), para descartar datos asociados a ruido fisioldgico (Behzadi
et al., 2007). Para descartar el efecto de estos auto-vectores, aunados a los 6 parametros de
movimiento (3 rotaciones, y 3 traslaciones), se incluyeron como covariables y se realizo la
regresion lineal para descartar su efecto, es decir, en adelante se continud con el andlisis de la sefial
residual del proceso de regresion. Finalmente, los datos fueron filtrados para retener frecuencias
entre 0.01 y 0.1 Hz (Gorges et al., 2017) y suavizados con un centro (kernel) gaussiano con un

ancho en el maximo medio (full width half maximum) de 0.8 mm.

6.2.3 Analisis de cambios de conectividad funcional

Para analizar cambios en la conectividad funcional antes y después de la cohabitacion, se definieron
16 regiones de interés (ROIs) dada su relevancia en la conducta socio-sexual del topillo de la
pradera, (Johnson y Young, 2017; Lieberwirth y Wang, 2016; Walum y Young, 2018), siendo
¢éstas: corteza cingulada anterior (ACC), nucleo olfatorio anterior (AON), amigdala basolateral
(BLA), nucleo lecho de la estria terminal (BNST), septum lateral (LS), amigdala medial (MeA),
bulbo olfatorio principal (MOB), corteza medial prefrontal (mPFC), nicleo accumbens (NAcc),
corteza retrosplenial (RSC), nucleo paraventricular (PVN), pallidum ventral (VP), area tegmental
ventral (VTA), giro dentado (DG), hipocampo dorsal (dHIP), e hipocampo ventral (vHIP)
(Lieberwirth y Wang, 2016; Johnson y Young, 2017). Estas regiones fueron definidas
manualmente sobre el mapa modelo del topillo de la pradera (Ortiz et al., 2018) junto con la guia
visual del atlas anatomico de raton Allen Brain Mouse Atlas (Lein et al., 2007) con la finalidad de
seleccionar el nimero minimo de voxeles posible que incluyeran a cada una de las regiones

mencionadas (Figura 8).

Las series de tiempo promedio de cada region fueron extraidas de los datos de fMRI y se obtuvieron
los valores de correlacion parcial de Pearson entre todos los pares posibles de regiones de interés,
lo cual permiti6 la construccion de matrices de conectividad especificas para cada sujeto y
condicion. Dada la incidencia de problemas técnicos, no se adquirieron datos basales de RM de
dos sujetos (sesion 1), y de otros dos sujetos no se obtuvieron datos de RM a las dos semanas de
cohabitacion (sesion 3). Para poder obtener una muestra balanceada, los datos de conectividad

faltantes (4 de 96 series de datos esperados) fueron sustituidos con matrices de conectividad
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promedio del sexo y sesion de adquisicion correspondientes. Para identificar cambios
longitudinales de las matrices de conectividad, se llevd a cabo la identificacion redes con cambios
significativos por medio un andlisis de redes Network Based Statistics (NBS), que es un set de
herramientas (toolbox) desarrollado en MATLAB (The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts,
USA) por Zalesky y cols. (2010).

ACC .. mPFC

Figura 8. Regiones de interés para el analisis de cambios en conectividad funcional.

a) Vistas coronales antero-posteriores del mapa modelo del topillo de pradera con las mascaras de las regiones de interés
(ROIs) sobrepuestas en la resolucién utilizada para el anélisis de conectividad funcional. b) Vistas tridimensionales dorsal
(izquierda) y lateral (derecha) de las mascaras de ROIs posicionadas en el mapa modelo del topillo de pradera.

6.2.3.1 Analisis por Network Based Statistics (NBS)

La conectividad funcional cerebral a gran escala puede ser modelada como una red o un grafo, un
método que cada vez se utiliza con mayor frecuencia para poder describir la complejidad de la
funcién cerebral. Esto es porque que se ha observado que el cerebro presenta propiedades
organizacionales y topoldgicas como es la asortatividad, centralidad, agrupamiento (clustering),
entre otras; haciendo posible el uso de ellas para estudiar las interacciones entre elementos

neuronales (Zalesky et al., 2010). Consecuentemente, el modelo de grafo provee un marco ideal
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para identificar conexiones estructurales o funcionales asociadas con un efecto particular o un
contraste de interés; siendo el caso de este trabajo, los cambios longitudinales en la conectividad
funcional cerebral en el topillo de la pradera y los correlatos conductuales con la conectividad
funcional. La herramienta de andlisis de redes Network Based Statistics (NBS) (Zalesky et al.,
2010) emplea un anélisis estadistico orientado a identificar componentes o clusters de conexiones
conectadas entre si, en vez de enfocarse Uinicamente en conexiones individuales, proveyendo un
método efectivo para identificar las redes que se modulan tras la formacion del vinculo de pareja.
NBS se enfoca entonces en identificar redes, en vez de conexiones individuales, que cumplen con
cierta condicion y cuya probabilidad de ser identificadas al azar sea menor que un valor dado
(tipicamente p < 0.05). Dicha probabilidad se calcula permutando los datos originales para generar
una distribucion nula del tamafio de los componentes mas grandes que pudieran identificarse al
azar, contra la cual se comparan los datos originales sin permutar. A cada componente identificado,
se le asigna un valor p segliin su tamafio respecto a la distribucion nula del maximo tamafio de
componentes. De este modo, la presencia de cualquier componente, exhibido por las conexiones
que constituyen el contraste de interés, es utilizado para obtener un mayor poder estadistico del que
seria posible si se corrigieran los valores p de cada conexion de modo independiente, usualmente
llevado a cabo a través de un procedimiento para controlar falsos positivos como el de tasa de falsos
positivos o FDR (false discovery rate) (Zalesky et al., 2010). Dado que en el analisis estadistico de
matrices de conectividad implica multiples pruebas uni-variadas de hipdtesis, es necesario
controlar la probabilidad de falsos positivos (cometer un error estadistico de tipo I) que a su vez
puede resultar en la pérdida de poder estadistico. La diferencia entre la utilizacion de un método
de correccion convencional como el FDR en comparacion con el método de NBS, se observo en
un estudio involucrando andlisis de conectividad cerebral en personas con diagndstico de
esquizofrenia respecto a un grupo control, en el que el NBS demuestra obtener un mayor poder
estadistico al identificar una subred en desconexion, mientras que con el método de andlisis de
conectividad corregido por FDR se encontraron pocos cambios respecto al grupo control (Zalesky

et al., 2010) (Figura 9).
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Figura 9. Comparacion del método de analisis
de redes de NBS con el método de correccion
con FDR.

Matrices de adyacencia mostrando
desconexiones (bloques blancos) en un grupo
con diagndstico de esquizofrenia identificado
con: (a) el método basado en correccién por
FDR; y por (b) NBS. Con FDR se identificé una
sola desconexidn entre el giro postcentral
izquierdo y el opérculo rolandico izquierdo,
mientras que con el NBS se identificé una
subred en desconexién consistiendo en su
mayoria por regiones fronto-temporales y
occipito-temporales desconectadas. Tomado de

(a) FDR (g = 10%) (b) NBS (p = 0.037) Zalesky et al., (2010)

Al llevar a cabo un andlisis por medio de NBS, primero los valores de correlacion parcial de las
matrices de conectividad fueron transformados a valor z de Fisher. Se realiz6 una prueba estadistica
ANOVA de medidas repetidas a una significancia menor o igual a 0=0.05, para estimar el efecto
de sesion, sexo, y su interaccion (sesion*sexo) sobre cada conexion entre los nodos de interés.
Finalmente, se estim¢ la significancia estadistica de las subredes identificadas con este umbral
(threshold) inicial, comparando su tamano con la distribuciéon nula obtenida mediante 5000
permutaciones. Es importante notar que el tamafio de las componentes se definié considerando la
magnitud del valor estadistico de cada conexidon y no unicamente mediante el numero de
conexiones. Para identificar posibles relaciones entre la diversidad conductual de los sujetos y el
estado de las redes de conectividad funcional en estado de reposo, se realizaron analisis de NBS
utilizando como covariables a las latencias de huddling y los indices de preferencia de pareja de
los sujetos, utilizando como contraste a cada sesion de RM. De manera similar a lo descrito
previamente, para cada covariable se generaron matrices de disefio utilizando los valores de las
covariables despromediados de cada sujeto; se definieron las sesiones de RM como contrastes de
comparacion, se establecié un umbral estadistico, y se llevaron a cabo pruebas ¢ de student para
comparar las matrices de conectividad con la distribucion nula obtenida de 5 mil permutaciones de
las mismas, a una significancia menor o igual a 0=0.05 y siendo corregidas para multiples

comparaciones.
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6.3 Analisis de conducta socio-sexual

6.3.1 Cohabitacion

Un dia después de la primera adquisiciéon de imégenes por resonancia, se seleccionaron topillos
macho y hembra de la misma edad de manera aleatoria considerando que no estuvieran
emparentados entre si. Después de la asignacion en parejas, fueron colocados en cohabitacion en
una nueva caja hogar con aserrin limpio para promover interaccion social ad libitum, incluyendo
conductas de copula, para promover la formacion de vinculo de pareja. Las primeras 6 horas del
protocolo de cohabitacion copula fueron videograbadas para su andlisis posterior y se registraron

parametros de conducta sexual de cada pareja.

6.3.1.1 Parametros de conducta sexual

Los parametros que se registraron en el macho durante la sesiéon de cohabitacion fueron las
latencias de monta, intromision y eyaculacion. En la monta el macho se coloca sobre la parte
posterior de la hembra y realiza movimientos pélvicos, pero no hay insercion del pene en la vagina;
la intromisidn se registré cuando hay monta con insercion del pene, y la eyaculacion se registrd
como una intromisioén en la cual se presenta emision de semen y se observa un intervalo post-
eyaculatorio. En las hembras se midio la latencia de lordosis, siendo la lordosis definida como el
reflejo de arqueamiento de la espalda y desviacion de la cola a un lado que permite la insercion del
pene en la vagina. Adicionalmente se registro la latencia de Auddling, conducta afiliativa en la cual

se observa un contacto de lado a lado (Figura 9).
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Figura 10. Parametros de conducta sexual medidos durante las primeras horas de cohabitacion.
Topillos de la pradera macho y hembra mostrando conductas socio-sexuales durante el protocolo de cohabitacién. a) lordosis

(hembra), b) monta (macho), ¢) intromisién (macho), d) eyaculacién (macho), e) huddling (ambos). Capturas de video tomadas
por la autora.

6.3.2 Prueba de preferencia de pareja

Para evaluar la formacion de vinculos de pareja entre topillos de la pradera, se empled una variacion
del protocolo experimental conocido como prueba de preferencia de pareja (PPP) o partner
preference test (PPT) (Williams et al., 1992) entre las 48 y 72 horas de cohabitacion. Para ello se
utilizd una caja de acrilico transliicido con tres compartimentos, habiendo un compartimento
central (neutro) de mayor tamano (40x30x30 cm) flanqueado por dos compartimentos laterales de
menor tamafio (11x10x13 cm) que se encuentran divididos del compartimento central por una
pantalla de acrilico transparente con orificios. Esta configuracion permite la interaccion visual,
olfativa y auditiva de los sujetos requeridas para la prueba, y a su vez los mantiene confinados a su
lugar respectivo y evita copulacion con cualquiera de los animales estimulo. En el compartimento
central, el topillo a evaluar pudo moverse libremente entre las areas incentivo adjuntas a los
compartimentos laterales, ya fuera en el area asociada al compartimento lateral que corresponde a
la pareja con la que vive en cohabitacion, o a la de un topillo extrafio del sexo opuesto y no
emparentado que representd un estimulo novedoso (Figura 11). Todos los topillos extrafios eran de
la misma edad y condicion hormonal que la pareja de los sujetos y no estaban emparentados entre
si. La posicion de la pareja o del topillo extrafio en los compartimentos laterales fue asignada de
manera aleatoria y alternante en cada sesion, y el tiempo que paso el sujeto evaluado en cada una

de las areas incentivas se registro y videograbd durante 3 horas. Los sujetos de cada pareja de
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macho y hembra fueron evaluados alternadamente en uno de los intervalos de tiempo asignados

aleatoriamente (48 6 72 horas del inicio de la cohabitacion) para promover descanso en los

animales y evitar estrés excesivo.

Figura 11. Prueba de preferencia de pareja.

El topillo evaluado es ubicado en el compartimento central, mientras que
los topillos estimulo son colocados en los extremos laterales. Uno de ellos
corresponde a la pareja sexual y el otro es un topillo extrafio del mismo
sexo al de la pareja. El tiempo que pasa el sujeto evaluado cerca de las
dreas incentivas asociadas a los topillos estimulo es registrado para medir la
preferencia de pareja.

6.3.3 Analisis conductual

El andlisis de la conducta observada durante la prueba de preferencia de pareja fue realizado a
través del software UMATracker (Yamanaka y Takeuchi, 2018); con el cual fue posible procesar
el video conductual para obtener la ubicacion del sujeto en durante el transcurso de la prueba y
trazar las regiones de interés que son equivalentes a las areas incentivo que corresponden ya sea a
la pareja sexual del sujeto, o a la del topillo estimulo, registrando de esta manera el tiempo

transcurrido en dichas regiones (Figura 11).
. o Figura 12 . Andlisis de la prueba de

ni | preferencia de pareja.
El software UMATracker permite la
contabilizacion del tiempo que el sujeto
permanece en las areas de incentivo

asociadas a la pareja del sujeto (azul) o
a un extrafio (rojo).
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Una vez obtenido el tiempo que el sujeto permanecid en ambas areas de incentivo, se calculd un
porcentaje de preferencia de pareja, el cual se obtuvo dividiendo el tiempo que el sujeto pasé con
la pareja, entre la suma del tiempo con el extrafio y el tiempo con la pareja y multiplicado por cien
(Ecuacion 1). Este porcentaje de preferencia considera que, durante el transcurso de la prueba, el
sujeto no siempre estd llevando a cabo contacto social, por lo que, en lugar de calcularse sobre el
tiempo total, se calcula sobre el tiempo de interaccion social en ambas areas de incentivo. Para la
comparacion de conectividad funcional cerebral y variabilidad conductual en los sujetos, se calculd
un indice de preferencia de pareja (Ecuacion 2). Los datos fueron procesados y calculados en el

software MS Excel (Microsoft; Redmond, E.E.U.U.).

tiempo con pareja

Ecuacion1 % de preferencia de pareja = x 100

tiempo con pareja+tiempo con extraiio
4 p ] p

tiempo con pareja

Ecuacion2  indice de preferencia de pareja = — —— -
(tiempo con pareja+tiempo con extraiio)

6.3.3.1 Analisis estadistico

El analisis previo de la normalidad de los datos por medio de una prueba de Shapiro-Wilk reflejo
una distribuciéon no normal, por lo que se utilizé la prueba U de Mann Whitney para evaluar si
existia una diferencia significativa entre la preferencia por la pareja del sujeto sobre un topillo
extrafio en topillos macho y hembra. El analisis estadistico de los datos conductuales se llevo a

cabo con el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad; La Jolla, E.E.U.U.).

31



RESULTADOS

7. RESULTADOS

7.1.1 Los topillos de la pradera presentan preferencia de pareja a las
48 horas de cohabitacién, habiendo una amplia variabilidad
individual.

El analisis conductual de la sesion de cohabitacidon permitid la obtencion de las latencias de monta

(media + error estandar: 65.42 + 31.64 min), intromision (115.92 + 35.28 min), y eyaculacion

(125.11 £ 34.41 min) de los topillos macho utilizados en la prueba (N=16). La latencia de lordosis

(22.31 £ 13.29 min) fue registrada en los topillos hembra (N=16), y las latencias de huddling (69.53

+ 15.83 min) fueron obtenidas de cada una de las parejas. Durante el tiempo en que se evalu6 la

sesion de cohabitacion (6 horas), se encontrd una amplia variabilidad en las latencias de dichas

conductas en ambos sexos. Tres de las dieciséis parejas analizadas no copularon durante el tiempo
registrado, sin embargo, todos los sujetos mostraron conductas de huddling y de acicalamiento

hacia su pareja sexual.

Entre las 48 y 72 horas de cohabitacion, se evalud la preferencia de pareja en cada sujeto (N=32).
Se encontrd una diferencia significativa entre el porcentaje de tiempo transcurrido en el area de
incentivo asociada con la pareja (mediana: 55.33 %) respecto al area de incentivo correspondiente
al topillo extrafo (mediana: 37.1%) en todos los sujetos (U= 378, p =0.036, r = 0.32) (Figura 13).
El sexo no mostrd ser un factor diferencial en la preferencia de pareja, ya que no se encontraron
diferencias significativas entre machos y hembras en su preferencia por el drea asociada a la pareja
(U=121, p=0.81, r=0.05) o por el topillo extraio (U = 118, p = 0.72, » = 0.07); y tampoco el
tiempo de realizacion de la prueba, no habiendo diferencias significativas en el indice de
preferencia de pareja entre las 48 y 72 horas (U= 119, p =0.75, »=0.06). Al igual que lo observado
al inicio de la cohabitacion, a pesar de que existe una preferencia estadisticamente significativa por
la pareja, estos datos muestran una amplia variabilidad individual, en la cual algunos de los sujetos
presentan una marcada preferencia tanto hacia la pareja como hacia el extraio como ninguna

(Figura 13).

32



RESULTADOS

* Figura 13. Preferencia de pareja a las 48 y 72 horas de
100 - ° cohabitacion en topillos macho y hembra.
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7.1.2 La cohabitacion y cépula en topillos de la pradera induce
cambios a largo plazo en una red de conectividad funcional
cerebral.

El analisis de NBS result6 en cambios significativos (p=0.005, N=32) en una red de conectividad

funcional consistiendo en 9 regiones (ACC-LS; ACC-VTA; ACC-vHIP; AON-LS; LS-RSC; LS-

mPFC; mPFC-dHIP; dHIP-DG). Los nodos con un mayor nimero de cambios fueron el LS, con
cuatro conexiones interregionales, y la ACC con tres, respectivamente. Las pruebas Tukey para
andlisis post-hoc revelaron diferencias significativas entre la conectividad funcional basal y 24h de
cohabitacion entre los siguientes nodos: ACC-VTA, LS-RSC y DG-dHIP (p*<0.05) y ACC-VTA

(p**<0.01). Entre conectividad funcional basal y 2 semanas de cohabitacién, en LS-mPFC

(»p*<0.05), y ACC-LS (p**<0.01); y al comparar la conectividad a las 24h de cohabitacién con 2

semanas de cohabitacion, se encontrd diferencias de conectividad funcional entre AON-LS y

mPFC-dHIP (p*<0.05), ACC-LS (p**<0.01), y entre LS-mPFC (p**<0.001), sugiriendo cambios

de conectividad a largo plazo relacionados a la cohabitacién. El detalle de los cambios de

conectividad se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Cambios en conectividad funcional cerebral antes y después de cohabitacion y copula en topillos de la pradera.

a) Representacion del cerebro del topillo de la pradera con regiones (nodos) constituyendo la red que sobrelleva cambios
significativos de conectividad funcional después de la cohabitacién con cépula. La conectividad interregional (lineas) son
mostradas en cédigo de color. Rojo: incremento de conectividad funcional. Azul: disminucién de conectividad funcional. ACC:
corteza cingulada anterior. AON: ntcleo olfatorio anterior. DG: giro dentado. dHIP: hipocampo dorsal. LS: septum lateral. mPFC:
corteza medial prefrontal. RSC: corteza retrosplenial. VTA: area tegmental ventral. (b-i) Gréficas de caja (boxplot) de
percentiles 25-75 con bigote de minimos y maximos mostrando los valores de conectividad funcional relativos (eje y) obtenidos
de la regresién para controlar la variable del sexo. Las lineas conectan los cambios longitudinales de conectividad funcional de
cada sujeto entre regiones y sesiones de escaneo por rsfMRI: Basal, 24h y 2 semanas de cohabitacién (eje x). Diferencias
significativas en prueba post-hoc de Tukey son indicadas: *<0.05, **<0.01 ***<0.001.

7.1.3 La conectividad funcional basal predice la expresion de una
conducta afiliativa

Considerando que el analisis conductual durante la prueba de cohabitacion reflejo un alto nivel de

variabilidad individual, y que la conducta afiliativa de huddling ha mostrado ser relevante
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socialmente en el topillo de la pradera y puede influenciar en la formacion del vinculo de pareja
(Amadei et al., 2017), se evalu6 si existia una relacion entre la conectividad funcional basal, i.e.
antes de la cohabitacion, y la latencia al huddling durante la cohabitacion en topillos de la pradera
en ambos sexos (N=32). El andlisis por medio de NBS hallé relaciones lineales negativas
significativas en las siguientes subredes: ACC-BLA-NAcc-DG (p=0.007), RSC-VTA (p=0.031),
y entre MeA-VP (p=0.032) (Figura 15). Estos resultados muestran que entre mayor es la
conectividad funcional entre estas regiones antes de la cohabitacion (conectividad basal), menor es
la latencia al huddling durante el inicio de la cohabitacidon en topillos de la pradera. Un analisis
adicional a posteriori de correlacion de r de Spearman identifico la fuerza de correlacion entre
cada nodo conectado en la subred ACC-BLA-NAcc-DG: BLA-NAcc (#(30) = -0.488, p = 0.005),
ACC-NAcc (7(30) =-0.500, p = 0.003), BLA-DG (r(30) =-0.382, p = 0.031). Los datos obtenidos
seflalan que el nivel de conectividad funcional entre las regiones mencionadas indica una

predisposicion en los topillos de la pradera a expresar una conducta afiliativa.
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Figura 15. Relaciones entre la conectividad functional basal y la expression de conducta afiliativa (huddling) durante el
inicio de la cohabitacién c¢/copula en topillos de pradera.

Graéficas de dispersion (a-e) mostrando relaciones lineales negativas significativas (c¢/ linea de tendencia) entre la conectividad
funcional basal y la latencia al huddling (min) medida las primerasa 6 horas de cohabitacién. Entre mayor era la conectividad
entre estas regiones antes de la cohabitacién, més corta fue la latencia al huddling durante la cohabitacién en topillos de la
pradera de ambos sexos (n=32). (f) Representacién de un cerebro de topillo de la pradera con las regiones (nodos) que
constituyen las subredes cerebrales que tienen una relacion lineal con la latencia al huddling. ACC: corteza cingulada anterior.
BLA: amigdala basolateral. DG: giro dentado. MeA: amigdala medial. NAcc: nucleo accumbens. RSC: corteza retrosplenial. VP:
pallidum ventral. VTA: area ventral tegmental.

7.1.4 La preferencia de pareja a 48 h de cohabitacion predice la
conectividad funcional a largo plazo entre la MeA y el VP

Dado que se encontraron diversos cambios a nivel de red como consecuencia de la cohabitacion y
copula ad libitum, se procedio a evaluar si la preferencia de pareja medida entre las 48 y 72 horas
cohabitacion pudiera tener una relacidon con la conectividad funcional en algunas de las sesiones
de RM estudiadas. Los resultados del analisis por NBS hallaron una relacion lineal positiva entre
el indice de preferencia de pareja con la conectividad funcional entre el VP con la MeA a las dos
semanas de cohabitacion (p=0.027). Estos datos sugieren que entre mayor es la preferencia de
pareja entre las 48 y 72 horas de cohabitacion, mayor serd la conectividad funcional entre el VP y

la MeA en los topillos de la pradera a dos semanas de cohabitacion.
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Figura 16. La preferencia de pareja a las 48h de cohabitacién predice la conectividad functional a largo plazo entre la MeA y
el VP.

Graéfica de dispersion (a) del indice preferencia de pareja y conectividad functional entre la MeA y VP a las 2 semanas de cohabitacién
mostrando una relacién lineal positiva significativa. (b) Representacién del cerebro del topillo de la pradera con regiones (nodos) que
constituyen la subred relacionada con el indice de preferencia de pareja. MeA: amigdala medial. VP: pallidum ventral.
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8. DISCUSION

Diversos estudios han descrito la relevancia de diferentes regiones cerebrales involucradas en
conductas sociales como las conductas afiliativas y la formacion del vinculo de pareja (Johnson y
Young, 2017; Walum y Young, 2018; L. J. Young et al., 2005). Se han propuesto algunos modelos
de como interactiian estas regiones para entender la compleja dinamica de estas conductas, sin
embargo, estudios longitudinales sobre cambios en el cerebro como consecuencia de la formacion
de un vinculo de pareja son escasos (Bales et al., 2007; Hostetler et al., 2017), especialmente desde
la perspectiva de redes cerebrales. A través del rsfMRI, en este trabajo fue posible detectar cambios
longitudinales en la conectividad funcional de los cerebros de topillos de la pradera macho y
hembra. Los analisis post-hoc revelaron cambios de conectividad diferenciales a corto y largo plazo
involucrando la ACC, el LS y la formacion hipocampal. Adicionalmente, la conectividad funcional
basal (antes de la cohabitacidon) predice la latencia al huddling durante las primeras horas de
cohabitacion, proveyendo un potencial sustrato neurofuncional para la variabilidad de conductas
sociales y afiliativas, y extendiendo hallazgos recientes sobre la modulacion electrofisiologica
corticoestriatal sobre una conducta afiliativa en los topillos de la pradera (Amadei et al., 2017).
Finalmente, la preferencia de pareja evaluada entre las 48 y 72 horas de cohabitacion predijo la
conectividad funcional a largo plazo entre el VP y la MeA. La conectividad basal entre estas
regiones también predijo la expresion de una conducta afiliativa, exaltando la relevancia de dicha
interaccion tanto para la conducta social inicial como para el mantenimiento del vinculo de pareja
a largo plazo. Las implicaciones de nuestros resultados, asi como sus posibles bases

neurofisiologicas seran discutidos en breve.

8.1 Cambios longitudinales en la conectividad funcional
posteriores a la formacion del vinculo de pareja

Se ha propuesto que el vinculo de pareja es el resultado de la convergencia del sistema mesolimbico
dopaminérgico de recompensa con circuitos de discriminacion social (Walum y Young, 2018). Los
resultados presentados en este trabajo son consistentes con este modelo al demostrar cambios a
corto y largo plazo en una red cerebral ampliamente asociada con recompensa/motivacion (ACC,

NAcc, VTA); con la red SDM, especificamente en regiones relacionadas a la contextualizacion
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sensorial (DG, dHIP, LS, RSC), con el procesamiento de estimulos de prominencia (salience) (LS,

ACC, VTA), y con la formacion y evocacion de memoria (DG, dHIP, mPFC, vHIP).

Los cambios de conectividad funcional a las 24 horas de cohabitacion pueden ser resultado de la
familiarizacion de un nuevo contexto espacial que también implica un nuevo contexto social, i.e.
exposicion a una nueva caja hogar y a un conespecifico novedoso del sexo opuesto. Durante este
proceso, los sujetos son expuestos a estimulos novedosos y llevan a cabo sus primeras interacciones
socio-sexuales, formando memorias sobre la nueva pareja. Ademads, los cambios de conectividad
funcional detectados a las 2 semanas de cohabitacion podrian estar relacionados a la modulacion
conductual a largo plazo como resultado del vinculo social, en el cual la pareja y sus estimulos
asociados se tornan salientes y/o recompensantes, y pueden aparecer conductas asociadas al
vinculo de pareja, como la proteccion territorial y hacia la pareja. En general, estos cambios de
conectividad temporalmente dindmicos podrian estar relacionados a la modulacion de
interacciones socio-sexuales con la pareja. Mientras que los nodos identificados se encuentran
interconectados en una red de mayor tamafio, y su contribucion precisa en la expresion de
conductas sociales complejas se mantiene desconocida por los métodos utilizados, su rol potencial

sera discutido con base a estudios previos y a los patrones de conectividad hallados en este trabajo.

Las interacciones funcionales que mostraron cambios a las 24 horas de cohabitacion incluyeron a
la ACC y al VTA, regiones que podrian estar regulando la prominencia o relevancia de estimulos
sensoriales. La ACC se ha considerado una region relevante en el proceso de toma de decisiones
entre la percepcion sensorial, la motivacion y la ejecucion motora final (Assadi et al., 2009), y el
VTA es una region conocida por la modulacion de estimulos sobresalientes, de recompensa y de
motivacion (Elston y Bilkey, 2017; Gunaydin et al., 2014). Existe evidencia de que el VTA modula
la liberacion de DA en regiones prefrontales para regular estimulos conductualmente relevantes
(Takahata y Moghaddam, 2002), incluyendo estimulos sexualmente relevantes (Cortes et al.,
2019). Por lo tanto, existe la posibilidad que los cambios de conectividad funcional detectados
podrian estar relacionados a la regulacion en la motivacion sexual como resultado de una
experiencia sexual recién adquirida. Esta motivacion inicial podria ser necesaria para promover

interacciones socio-sexuales futuras que pudieran inducir la formacion del vinculo de pareja.
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Una interaccion social necesariamente requiere de la consolidacion de nuevas memorias, y
posiblemente, la formacion de la representacion neural de la pareja. Nuestros datos mostraron
cambios de conectividad funcional en la formacion hipocampal después de 24 horas de
cohabitacion (ACC-vHIP, DG-dHIP; Figura 14), la cual ha demostrado ser critica en la
codificacion de informacion espacial y mnemonica en roedores y humanos (Kitamura et al., 2017;
Squire, 2004). La region dorsal de CA2 ha sido caracterizada como un eje de procesamiento de
memoria sociocognitiva en roedores, especificamente para la codificacion, consolidacion, y
evocacion de memoria social (Meira et al., 2018), asi como de reconocimiento social (Hitti y
Siegelbaum, 2014; Stevenson y Caldwell, 2014). El incremento de conectividad entre dHIP-DG
podria estar relacionado a la consolidacién de la memoria asociada a la pareja, ya que se ha
mostrado que el DG juega un papel importante en el reconocimiento social (Kesner, 2018). Cabe
mencionar que la actividad entre la ACC-vHIP ha sido asociada previamente a la regulacion del
miedo en entornos novedosos y en la generalizacion de miedo contextual en roedores (Bian et al.,
2019). Sin embargo, las regiones ventrales de CA1 y CA3 también han demostrado contribuir en
el procesamiento de memoria social (Chiang et al., 2018; McHugh et al., 2004; Okuyama et al.,
2016) y en la modulacioén de sociabilidad en roedores (Felix-Ortiz y Tye, 2014). Ademas, se ha
considerado que la ACC facilita la integracion de informacidn nueva en representaciones internas
previamente existentes, i.e. la formacion de asociaciones de aprendizaje (Rolls, 2015), que podrian
modificar y modular la motivacioén de conductas futuras (Bryden et al., 2011; Kolling et al., 2016).
Por lo tanto, el incremento de conectividad entre ACC-vHIP a las 24 horas de cohabitacion podria
estar relacionada a la formacion de memoria social, pero también podria existir una relaciéon con

un incremento en la ansiedad desencadenado por un nuevo entorno social y espacial.

A las 24 horas de cohabitacion, también se identificd un incremento de conectividad entre el LS y
la RSC. El LS es una estructura involucrada en el reconocimiento social y en la evocacion de
informacion relevante socialmente (Bielsky et al., 2005; Everts y Koolhaas, 1997). Respecto a la
RSC, es sabido que estd involucrada en el procesamiento de la memoria y cognicion espacial en
roedores (Mitchell et al., 2018). El incremento de conectividad entre el LS y la RSC a las 24 horas
podria estar relacionada al procesamiento de informacion contextual y a la asociacion de
informacion social con un contexto espacial. Es interesante tomar en consideracion que, a las 2

semanas de cohabitacion, el incremento de conectividad entre estas regiones no persiste, lo cual
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sugiere que esta interaccion es mas relevante a corto plazo, posiblemente durante el proceso de

consolidacion de la memoria.

Transcurridas 2 semanas de cohabitacion, la conectividad funcional entre la mPFC y el dHIP
incrementd. La mPFC ha sido propuesta como una region importante para la evocacion de memoria
remota y para la consolidacion de la memoria, y depende de actividad del hipocampo durante este
proceso (Euston et al., 2012). En consecuencia, el incremento de actividad en esta interaccion
podria promover la integracion de nuevas memorias en redes pre-existentes (Preston y
Eichenbaum, 2013). Posiblemente, el incremento de conectividad entre estas regiones podria estar
relacionado a la incorporacion de la memoria de la pareja a representaciones neurales de memoria
de largo plazo. En efecto, la activacion de receptores de OXT en el dHIP promueve la persistencia

a largo plazo de memoria de reconocimiento social en ratones (Lin et al., 2017).

Entre la mPFC y el LS se detect6 un incremento de conectividad a largo plazo, y decrementos en
conectividad también fueron observados entre la ACC-LS y el AON-LS a las 2 semanas de
cohabitacion. Como se menciono previamente, el LS estd involucrado en el reconocimiento social
y en la evocacion de informacion con relevancia social. Se ha mostrado que en ratas, la liberacion
de OXT en el LS es requerida para el mantenimiento de memoria social, la cual es modulada por
la relevancia del estimulo social (Lukas et al., 2013). Por ende, los cambios de conectividad en el
LS estarian relacionados a la modulacion del reconocimiento social y de la conducta resultante a
largo plazo, la cual podria estar mediada por aferencias de estructuras prefrontales, i.e. la mPFC y
la ACC (ACC-LS-mPFC), y por informacion sensorial proveniente del AON (AON-LS). Es mas,
la ya mencionada ACC podria tener un rol en la regulacion de estimulos prominentes y en procesos
de toma de decisiones, mientras que a la mPFC se le ha atribuido una funcion en el inicio,
mantenimiento y modulacién de apego y conducta social en roedores (Dalley et al., 2004; Ko,
2017; Smeltzer et al., 2006; Tanimizu et al., 2017). Esta ultima también se considera relevante en
tareas en las que los animales deben seleccionar nuevas reglas, basadas en los estimulos detectados,
para poder modificar la conducta expresada de manera apropiada (Kingsbury et al., 2012). Por el
otro lado, la activacion del AON es esencial para el reconocimiento de conespecificos y promueve
la extraccion de informacion olfatoria relevante desde el MOB en ratas (Oettl etal., 2016),

requiriendo la activacion de receptores de OXT para promover la seleccion de estimulos y facilitar
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la formacién de memoria (Barlow, 2012). Ya que el bloqueo de receptores de AVP y OXT en el
LS inhibe, mientras que la administracion exdgena de AVP favorece la formacion del vinculo de
pareja en topillos de la pradera (Liu et al., 2001), y que los topillos machos expuestos a topillas
tienen un incremento de células inmunoreactivas a Fos en el LS (Z Wang et al., 1997), es sugerente
proponer que el LS es el nodo que permite la integracion de informacion olfatoria con informacion
saliente o de motivacion, la cual seria necesaria para el reconocimiento de conespecificos y la

subsecuente modulacion conductual.

Si bien hay estudios histoldgicos que han evidenciado dimorfismo sexual en la innervacion de
sistemas de neurotransmision involucrados en el vinculo de pareja, como son la expresion
diferencial de receptores de AVP y su distribucion en regiones como el BNST, la MeA, el LS y el
VP en topillos macho (Bamshad et al., 1993; Z Wang, 1995), y la expresion diferencial del receptor
de OXT en el hipocampo (Rice et al., 2017); la conectividad funcional explorada en este trabajo
no mostré diferencias significativas entre sexos, o interacciones significativas entre sesion de RM
y sexo. Por consiguiente, nuestros resultados evidencian la modulacién de redes funcionales
consistentes tanto para topillos de la pradera machos como hembras. Con ello, proponemos que los
cambios de conectividad funcional de largo plazo observados en la red se encuentran relacionados
a la formacion de un vinculo social y podrian conducir a la induccién y mantenimiento de un

vinculo de pareja en los topillos de la pradera.

8.2 Correlaciones entre la conectividad funcional de
subredes con la latencia al huddling y el indice de
preferencia de pareja

Aun cuando se ha reportado que en los topillos de la pradera, 24 horas de cohabitacion o 6 horas
de copula ad libitum son suficientes para el desarrollo de un vinculo de pareja (Williams et al.,
1992), una considerable cantidad de evidencia ha demostrado la existencia de factores que pueden
influenciar su inducciéon y mantenimiento. Especificamente, los niveles de expresion genética y la
densidad de receptores a AVP (Okhovat et al., 2015; Ophir et al., 2008) y de OXT (King et al.,
2016; Olazabal y Young, 2006; Ophir et al., 2012; Perkeybile et al., 2018), ausencia (Tabbaa et al.,
2017) o cuidado parental (Arias del Razo y Bales, 2016; Perkeybile et al., 2018), han mostrado

producir variabilidad en la exhibicion de la conducta social del topillo de la pradera. En este trabajo,
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sujetos de ambos sexos mostraron una amplia variabilidad en la expresion de conductas afiliativas
entre las 48 y 72 horas de cohabitacion, aun cuando estuvieron sometidos a las mismas condiciones
experimentales. Es muy probable que la suma de los factores previamente mencionados otorga a
cada sujeto una configuracion distintiva de circuito neuronales que refleja una expresion diferencial
en la conducta. Dado lo anterior, surgio la hipotesis de que podria haber diferencias individuales
en la conectividad funcional cerebral que explicaria la variabilidad observada en la conducta socio-
sexual. En efecto, se identificaron tres subredes funcionales para las cuales la conectividad
funcional basal tenia una relacién negativa con la latencia al huddling durante las primeras horas
de cohabitacion. En otras palabras, la conectividad funcional basal entre estas regiones pudo
predecir qué tan rapido los sujetos inician la conducta de huddling cuando interactiian con un con
especifico del sexo opuesto que acaban de conocer. El huddling es una conducta afiliativa medible
en este modelo animal y es un indicador util de receptividad social (Beery et al., 2018; Salo et al.,
1993). La subred de mayor tamafio incluye cuatro nodos relacionados de la siguiente manera: ACC-
NAcc-BLA-DG (Figura 15), mientas que las otras dos sd6lo poseen dos nodos: MeA-VP y VTA-
RSC. Estas subredes involucran regiones previamente asociadas a mecanismos de memoria y de
reconocimiento social, a memoria espacial, y de busqueda de recompensa. Particularmente, la BLA
y la ACC han sido reportadas relevantes en la coordinacion de actividad cerebral en el inicio de
interacciones sociales y en la formacion de memoria de reconocimiento social a través de expresion
génica (Garrido Zinn et al., 2016; Tanimizu et al., 2017). En linea con nuestros resultados, la BLA
podria actuar como un sitio de asociacion de representaciones de estimulo-respuesta (Cardinal
et al., 2002), permitiendo una accioén apropiada de acuerdo a encuentros sociales previos y podria
requerir informacién mnemonica codificada por el DG (BLA-DG). Parte de una interaccion social,
una vez que un conespecifico ha sido reconocido, involucra un componente de recompensa. Se
sabe que el NAcc recibe informacion de prediccion de recompensa de la amigdala (BLA-NAcc)
para promover respuestas conductuales de busqueda de recompensa evocadas por estimulo
(Ambroggi et al., 2008; Stuber et al., 2011); informacién adicional de la ACC (ACC-NAcc) seria
necesaria para un proceso de toma de decisiones social y ejecucion motora (Seo y Lee, 2012; Zhong
etal,, 2017). Adicionalmente, un estudio reciente mostr6 que en topillas de la pradera, la
conectividad funcional entre la mPFC y la NAcc después de la primera interaccion social predice
la expresion del huddling con la pareja, y la activacion de dicho circuito genera una tendencia en

la preferencia por la pareja (Amadei et al., 2017). Nuestros resultados extienden estos hallazgos, al
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mostrar que una red de mayor tamafio que incluye conectividad corcicoestriatal similar medida
antes de la exposicion a un conespecifico, puede predecir la expresion de una conducta afiliativa
(huddling). Aunado a ello, este hallazgo es consistente tanto para machos como hembras, y el

circuito incluye a la amigdala y al hipocampo, tal como fue predicho por Amadei y cols. (2017).

Adicionalmente, otros dos circuitos también predijeron la expresion de conducta afiliativa, el de
VTA-RSCy el de MeA-VP (Figura 16). El primero podria indicar la posibilidad de una integracion
mas eficiente de estimulos socialmente recompensantes con informacion contextual de la pareja
(Hung et al., 2017; Todd y Bucci, 2015). En cuanto al Gltimo, es sabido que el VP desempefia un
rol esencial en la modulacion de la motivacion y de la recompensa (Smith et al., 2008), en el cual
codifica valencias de recompensa de manera mas anticipada y robusta que el NAcc y
potencialmente es un mediador cuesta-abajo importante en funciones de este ultimo (Ottenheimer
et al., 2018), incluyendo la formacion del vinculo de pareja (Lim y Young, 2004). Ya que la
actividad de la MeA en roedores es necesaria para el reconocimiento social (Ferguson et al., 2001)
y responde a sefiales quimiosensoriales especificas del sexo (Z Wang et al., 1997; Yao et al., 2017),
la conectividad MeA-VP podria incrementar la respuesta de recompensa de estimulos sociales y
quimiosensoriales asociados a la pareja. En general, los sujetos con mayor conectividad funcional
basal en las subredes descritas tienen una mayor predisposicion al huddling por una posible

modulacion diferencial en la asociacion de estimulos sociales con valencias de recompensa.

Por otra parte, la conectividad entre MeA-VP a las 2 semanas de cohabitacion también fue predicha
por el indice de preferencia de pareja medido entre las 48 y 72 horas, indice que indica la fuerza
del vinculo de pareja (Williams et al., 1992). Esta relacion es de esperarse dada la evidencia
reciente que demuestra que la MeA sincroniza la conducta socio-sexual a través del incremento de
la preferencia por una pareja sexual, aumentando la interaccion de ratones macho con hembras en
estro (Adekunbi et al., 2018); y topillos de la pradera macho que copularon con una hembra por
24h y exhibieron agresion hacia intrusos, tenian una mayor actividad relacionada a la expresion de
Fos en la MeA (Z Wang et al., 1997). Respecto al VP, la activacion por estimulacion del VP es
suficiente para causar recompensa o motivacion, e incluso incrementar el valor hedoénico o
motivacional de estimulos (Smith et al., 2008). El incremento de neurotransmision de AVP en el

VP incluso facilita la formacion del vinculo de pareja en topillos de la pradera (Pitkow et al., 2001),
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por lo que la relacion MeA-VP sugiere un fortalecimiento de la asociacion de recompensa con la

interaccion socio-sexual con la pareja a largo plazo.

Encontramos particularmente interesante que el NAcc, la MeA, el VP y la BLA, aunque son
considerados muy importantes en el proceso del vinculo social, no aparecen como nodos en la red
con cambios longitudinales a lo largo del tiempo. Sin embargo, la conectividad de estas regiones
si tiene una relacion con la conducta afiliativa en los topillos de la pradera, y se resalta la
participacion de los circuitos neuronales constituidos por éstas, en la variabilidad de la conducta
social del topillo de la pradera, como podria ser en las tacticas de apareamiento ‘“‘errante”
(wanderer) o “residente” (resident). En estas tacticas, los topillos residentes maximizan el éxito
reproductivo a través de un espacio territorial reducido y proteccion de la pareja, mientras que los
topillos errantes sobrelapan muchos territorios de madriguera para incrementar la probabilidad de
apareamiento oportunista (Getz et al., 2005; Shuster et al., 2019). Trabajos previos apoyan nuestros
hallazgos, en los que se ha demostrado que la expresion del receptor de AVP en la RSC predice la
fidelidad sexual y conducta territorial en topillos de la pradera machos (Okhovat et al., 2015; Ophir
et al., 2008); en el NAcc se ha asociado la variacion de densidad de receptores de OXT con
variacion en la preferencia de pareja (King et al., 2016), y ademas, se ha encontrado que la sobre-
expresion del receptor de AVP en el VP induce la preferencia de pareja en Microtus
pennsylvanicus, una especie de topillos socialmente promiscua (Lim etal., 2004).
Consecuentemente, la variabilidad en la conectividad funcional de estas subredes podria reflejar la
diversidad conductual observada en los topillos de la pradera, la cual es influenciada por factores

genéticos y ambientales.

El topillo de la pradera ha mostrado ser un modelo de gran valor que ha permitido la caracterizacion
de los mecanismos neurobioldgicos que subyacen las complejas conductas socio-sexuales, y
potencialmente, es un modelo 1til para mejorar el entendimiento de los vinculos sociales humanos
y sus alteraciones en desordenes psicologicos y otras condiciones asociadas a la conducta social.
A nuestro conocimiento, este es el primer estudio que demuestra cambios a corto y a largo plazo
en redes de conectividad funcional de multiples regiones como resultado de la cohabitacion con
copula en los topillos de la pradera. Sin embargo, existen algunas limitaciones relacionadas a la

utilizacion de la rsfMRI. En primer lugar, los animales fueron anestesiados durante las sesiones de
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RM, lo cual potencialmente alteraria la conectividad funcional cerebral. No obstante, se utilizé un
protocolo de anestesia que practicamente preserva las interacciones funcionales como ocurren en
estado de vigilia (Grandjean et al., 2014; Paasonen et al., 2018). Aunque la adquisicion de fMRI
es posible en topillos sin anestesia, el proceso de aclimatacion podria inducir estrés significativo e
incrementar el riesgo de dafio en el animal (Yee et al., 2016), limitando el disefio longitudinal y la
interpretacion de los resultados. En segundo lugar, la precision en la definicion de las regiones de
interés se encuentra limitada por la forma y tamafio de los voxeles, dificultando aseverar que las
regiones definidas incluyen de manera especifica a las regiones anatomicas de interés. Cabe
mencionar que tenemos la certeza de que las regiones de interés definidas coinciden con las
estructuras anatomicas como tal, y cuando menos, los cambios reportados se encuentran
relacionados a aquellas areas y al tejido circundante. Es importante considerar que los nodos
conectados funcionalmente no necesariamente requieren tener proyecciones axonales entre si, y la
interaccion entre nodos podria estar mediada o relevada a través de otras estructuras (Friston
et al., 1993). Ademas, contrario a otros métodos del tipo neurofarmacolédgico o electrofisiologico,
el método de fMRI captura una medida indirecta de actividad neuronal (Kim y Ogawa, 2012;
Ogawa et al., 1990). Sin embargo, posee la gran ventaja de permitir una exploracion longitudinal
del cerebro, con la mejor resolucion espacial y mayor cobertura que cualquier otro método de
imagen de manera no invasiva. La consistencia de nuestros resultados con hallazgos recientes en
los que se utilizan registros electrofisiologicos (Amadei et al., 2017) apoyan su relevancia y su

potencial contribucion en la identificacion de la neurofisiologia de conductas sociales complejas.
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9. CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos sugieren que existe una red de conectividad funcional cerebral (ACC-VTA;
ACC-LS; ACC-vHIP; AON-LS; LS-RSC; LS-mPFC; mPFC-dHIP; dHIP-DG) que abarca los
cambios a corto y largo plazo que ocurren en la conducta socio-sexual de los topillos de la pradera
como consecuencia de la cohabitacion y copula. Estos cambios de conectividad funcional podrian
estar involucrados en el proceso de la formacion del vinculo de pareja y en la formacién de la
representacion neuronal de la pareja. Adicionalmente, la conectividad funcional de subredes
especificas incluyendo la ACC, el NAcc, la BLA, el DG, laMeA, el VP,1aRSC y el VTA, predicen
la latencia al huddling, sugiriendo una predisposicion neurobiologica hacia la formacion de
vinculos sociales; mientras que otra subred (MeA-VP) correlaciona con el nivel de preferencia de
pareja. En resumen, en este trabajo se encontrd: 1) la conectividad funcional basal predice la
expresion de conductas afiliativas, alin antes de la experiencia sexual, y 2) la experiencia sexual y
la cohabitacién a largo plazo inducen cambios en redes neuronales asociadas a circuitos de
modulacion de conducta socio-sexual. Por ende, la conectividad funcional es un método eficaz para
explorar los mecanismos que subyacen la variabilidad individual en la expresion de conductas
socio-sexuales. En general, nuestro trabajo evidenci6é cambios a nivel de redes cerebrales asociadas
a la formacion del vinculo social y de pareja, y puede proveer una aproximacion novedosa para
estudiar la neurofisiologia de conductas sociales complejas como aquellas observadas en el topillo

de la pradera.
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Abreviaturas

ACC
AH
AON
AVP
BLA
BNST
BOLD

DA
DG
dHIP
fMRI

FA
FOV
LS
MeA
MOB
mPFC
NA
OXT
ovX
PPP
PVN
RARE

RM
ROI
RSC
rsfMRI

SDM
SSN
TE
TR
VvHIP
VP
VTA

Corteza cingulada anterior (anterior cingulate cortex)

Hipotalamo anterior (anterior hipothalamus)

Nucleo olfatorio anterior (anterior olfactory nucleus)

Arginina vasopresina

Amigdala basolateral (basolateral amygdala)

Lecho del nucleo del estriado terminal (bed nucleus of stria terminalis)
Dependiente de nivel de oxigenacion sanguinea (Blood oxygenation level
dependent)

Dopamina

Giro dentado (dentate gyrus)

Hipocampo dorsal (dorsal hippocampus)

Imagen por resonancia magnética funcional (functional magnetic
resonance imaging)

Angulo de inclinacién (Flip Angle)

Campo de vision (Field Of View)

Septum lateral (lateral septum)

Amigdala medial (medial amygdala)

Bulbo olfatorio principal (main olfactory bulb)

Corteza medial prefrontal (medial prefrontal cortex)

Numero de promedios

Oxitocina

Ovariectomia

Prueba de preferencia de pareja

Nucleo Paraventricular (paraventricular nucleus)

Adquisicion rapida con relajamiento aumentado (Rapid acquisition with
relaxation enhancement)

Resonancia magnética

Regién de interés (Region of interest)

Corteza retrosplenial (retrosplenial cortex)

Imagen por resonancia magneética funcional en estado de reposo (resting-
state functional magnetic resonance imaging)

Red de toma de decisiones social (social decision-making network)
Red de prominencia social (social salience network)

Tiempo de eco

Tiempo de repeticion

Hipocampo ventral (ventral hippocampus)

Pallidum ventral (ventral pallidum)

Area tegmental ventral (ventral tegmental area)
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