Setiembre, 2014

TESIS DE
MAESTRIA

PEDECIBA

SUB AREA
CIENCIAS
FISIOLOGICAS

Marcela Ferre

Orientadora: Dra. Daniella Agrati

Co orientadora: Dra. Annabel Ferreira &
b




INDICE

ADTEVIATUIAS . . ..ot e 3
RS UM BN .. e 4
ADSHrACT . ... e 6
L INErOAUCCION. ... 8
2. Planteamiento del problema e hipotesis...........ccocoiiiiiiiiiii i 25
3. Objetivo general..... ... 26
4. Estrategia experimental. ... .. ..o 26
5. Metodologia general............ouiuiiii e 27

6. Experimento I: Efecto de la reduccién de la neurotransmision dopaminérgica
en la eleccién entre dos reforzadores: crias vs macho.....................coooeel. 33

7. Experimento Il: Efecto de la reduccion de la neurotransmision dopaminérgica
en la eleccién entre un reforzador —crias o macho- y un estimulo social
T 0 39

8. Experimento Ill: Efecto de Ila reduccion de la neurotransmision
dopaminérgica en la eleccion entre dos reforzadores —crias y macho- y un

eStIMUIO SOCIAl NEULIO... ...t e 43
S I £ o111 ) o 52
10. CONCIUSIONES. ... et a e eeee 64
L1, PerSPECHIVAS. ...t et 66
REfEIENCIAS. .. e 67



ABREVIATURAS

APOM- area preodptica media

ATV- &rea tegmental ventral

CPFm- corteza prefrontal medial

DA- dopamina

EPP- estro posparto

HAL- haloperidol

HVM- hipotalamo ventro medial

NAcc- nucleo accumbens

SNC- sistema nervioso central



RESUMEN

Durante el estro posparto (EPP) las ratas se encuentran maternal y
sexualmente motivadas, sin embargo en una situacién de eleccion entre crias y
un macho prefieren a las crias, indicando que en este contexto las mismas
poseen un mayor valor de incentivo que el macho. Se ha propuesto que el
sistema de neurotransmision dopaminérgico media la asignacion del valor de
incentivo de las crias en madres y del macho en hembras sexualmente activas.
Sin embargo manipulaciones de este sistema generan un impacto mayor en la
expresion de la motivacion maternal que en la de la sexual, aunque se
desconoce el efecto de estas manipulaciones cuando ambas motivaciones se
expresan simultineamente. Sobre esta base, postulamos que durante el EPP,
la actividad del sistema dopaminérgico mediaria la asignacién del mayor valor
de incentivo de las crias respecto al macho. Para probar esta hipoétesis,
determinamos el efecto de la administraciobn sistémica del antagonista
dopaminérgico haloperidol (HAL: 0,0; 0,025 y 0,05 mg/kg, sc) en la preferencia
de las hembras en EPP por crias vs un macho. ElI HAL redujo la preferencia de
las hembras por las crias en una situacion de eleccion entre éstas y un macho,
evidenciando el rol de la dopamina en el valor de incentivo de las crias relativo
al macho. En una segunda instancia, para determinar si la reduccion de la
neurotransmision dopaminérgica afecta de manera diferente a ambas
motivaciones cuando no estan compitiendo entre si, evaluamos el efecto del
HAL (0,0 y 0,05 mg/kg, sc) de forma independiente en la preferencia de las
hembras en EPP por un reforzador -crias 0 macho- vs una hembra no-receptiva
sexualmente. La administracion de HAL no eliminé la eleccion de las hembras
por ambos reforzadores frente a un estimulo social neutro, si bien disminuyo la
preferencia por las crias. El mayor impacto de este antagonista dopaminérgico
sobre la preferencia por las crias y el macho cuando ambos reforzadores se
enfrentan entre si que cuando un solo, crias 0 macho, se enfrenta a un
estimulo social neutro, indica que en el contexto del EPP el valor de incentivo
de las crias y del macho es menor cuando ambos estan presentes. Finalmente,
para evaluar el efecto del HAL sobre el valor de incentivo de las crias relativo al
del macho considerando su valor social, determinamos el efecto de este

antagonista (0,0; 0,025 y 0,05 mg/kg, sc) en un modelo de preferencia con tres
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estimulos de eleccion (dos reforzadores: crias y macho, y un estimulo social:
una hembra no-receptiva). La dosis menor de HAL provocé la pérdida de la
preferencia entre crias y macho observada en el grupo control, sosteniéndose
la preferencia por ambos estimulos sobre la hembra no-receptiva. Sin embargo,
las hembras tratadas con la dosis alta de HAL no mostraron preferencia entre
los tres estimulos. Esta ausencia de eleccion a la dosis maxima de HAL denota
la mayor complejidad social del modelo con tres estimulos. Los resultados de
esta tesis indican que durante el EPP en una situacion de eleccién donde las
crias poseen mayor valor de incentivo que el macho, la neurotransmision
dopaminérgica tiene una implicancia mayor en la regulacion de la motivacién
maternal que en la sexual, sugiriendo diferencias en los mecanismos que
controlan la expresion de ambas motivaciones. A su vez, resaltan la
importancia de considerar el contexto social al analizar comportamientos

motivados que implican toma de decisiones.

Palabras clave: estro posparto, motivacibn maternal, motivacion sexual,

sistema dopaminérgico, haloperidol



ABSTRACT

During the postpartum estrous (PPE) rats are maternal and sexually motivated
however in a choice situation between pups and a male they choose the pups,
suggesting that in this context they have a greater incentive value than to the
male. The dopaminergic neurotransmission has been proposed to mediate the
assignation of incentive value of the pups for a maternal rat and of the male for
a sexually active female. However manipulations of this system have a greater
impact on maternal than on sexual behavior, although it is unknown how these
manipulations affect maternal and sexual motivations when they are co-
expressed. On this basis we postulated that during the PPE the dopaminergic
neurotransmission mediates the assignment of a greater incentive value to pups
compared to the male. To probe this hypothesis, we determined the effect of the
systemic administration of the dopaminergic antagonist haloperidol (HAL: 0.0,
0.025 and 0.05 mg/kg, sc) in the preference for pups vs male of PPE females.
We observed that affecting the dopaminergic transmission reduced the clear
preference for pups relative to the male when both reinforcers were confronted,
showing that dopamine mediates this choice. In a second instance, to
determine if this reduction of dopaminergic transmission differentially affects
both motivations when they are not competing, we separately assessed the
effect of HAL (0.0 and 0.05 mg/kg, sc) on the choice between pups or male and
a non-receptive sexual female. HAL did not eliminate the choice for both
reinforcers when confronted to a social neutral stimulus, although pup’s
preference was reduced. The greater impact of this dopaminergic antagonist on
pups and male preference when both reinforcers are confronted than when only
one reinforcer is confronted to a social neutral stimulus indicates that during
PPE de relative incentive value of the pups and a male is smaller when both are
present. Finally to assess the effect of HAL on the incentive value of pups
relative to the male taking to account their social value, we determined the
effect of HAL (0.0, 0.025 and 0.05 mg/kg, sc) in pups vs. male preference
model including a non-receptive female as third social stimuli. The low dose of
dopaminergic antagonist resulted in the loss of preference between pups and
male observed in the control group, but both stimuli were still preferred over the

neutral social. However females’ group treated with the high dose of HAL did
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not choose among the three stimuli. This lack of choice evidences the greater
social complexity of this model with three stimuli. In summary, the results of this
thesis show that during PPE in a choice situation in which pups have more
incentive value than male, the dopaminergic transmission is more relevant for
the expression of maternal motivation, suggesting the existence of differences
in the mechanisms regulation both motivations. At the same time, it emphasizes
the importance of the social context when analyzing motivated behaviors that

imply decision making.

Key words: postpartum estrus, maternal motivation, sexual motivation,

dopaminergic system, haloperidol



1. INTRODUCCION

El comportamiento maternal y el sexual de las hembras son comportamientos
sociales que comparten caracteristicas y mecanismos neurobiologicos en todas
las especies de mamiferos estudiadas. En este sentido, tanto las madres como
las hembras sexualmente activas expresan comportamientos de basqueda de
proximidad con las crias y los machos, respectivamente (Stolzenberg &
Numan, 2011), asi como de “protesta” o “distres” ante la separacion (Panksepp,
2003). La inversién de tiempo y energia para aproximarse e interactuar con las
crias 0 con un macho en el caso de la rata —con los hijos o la pareja en el de la
mujer- se conoce con el nombre de motivacién (del latin: movere, o “razén para
moverse”). Estos estados motivacionales no solo se ponen en evidencia a
través del comportamiento de los individuos sino que se reflejan también en
respuestas enddcrinas y autébnomas que dan cuenta de estos cambios
(Ferreira, 2008; Smotherman, 2004). A su vez, tanto el comportamiento
maternal como el sexual se basan en los afectos positivos que se originan en la
interaccién entre los individuos y generan experiencias que los afectan quiza de
un modo mas radical que otras conductas (Ferreira, 2008). Estas similitudes en
el procesamiento emocional y motivacional de ambos comportamientos se
asocian a la superposicion de areas neurales de control (Newman, 1999;
Stolzenberg & Numan, 2011).

A pesar de estar tan ligados entre si, histéricamente estos comportamientos
han sido estudiados de manera separada, en parte como consecuencia de
tables de caracter moral que supone socialmente incorrecto considerarlos
juntos (Ferreira, 2008). Sin embargo, considero de particular importancia
abordarlos en conjunto para comprender qué los vincula y qué los diferencia;
en suma para entender de forma mas integrada como perciben las hembras a

los hijos y a la pareja, dos estimulos complejos de relevancia bioldgica.

En la rata tenemos la posibilidad de estudiar ambas conductas de forma

simultdnea ya que ésta presenta un estro posparto (EPP) fértil la noche del



parto, periodo durante el cual es capaz de co-expresar ambos
comportamientos —maternal hacia las crias y sexual hacia el macho- (D Agrati,
Fernandez-Guasti, & Ferreira, 2008; D. Agrati, Fernandez-Guasti, Ferreno, &
Ferreira, 2011; Gilbert, 1984; Gilbert, Pelchat, & Adler, 1980). Esta tesis,
utilizando al EPP como modelo, pretende aportar a la comprension de los

mecanismos que subyacen a la interaccion de estas conductas motivadas.

1.1 Motivacién y el sistema de neurotransmisién dopaminérgico

El concepto de motivacion ha sido considerado necesario para comprender, por
un lado, por qué el comportamiento de un individuo varia cuando se enfrenta a
un mismo estimulo en distintos momentos, poniendo en evidencia factores
internos que modifican el interés y el comportamiento ante el mismo estimulo.
Por otra parte, ayuda a comprender la relativa estabilidad y similitud en el
comportamiento de un individuo cuando busca obtener ciertos estimulos o
metas con caracteristicas que los hacen deseados y atractivos (o, al contrario,

evitar ciertos estimulos adversos o amenazantes) (K Berridge, 2004).

Si bien el término motivacion posee multiples definiciones (Olazabal et al.,
2013a), en esta tesis entendemos motivacion como el conjunto de procesos por
los cuales los organismos regulan la probabilidad, proximidad y disponibilidad
de un estimulo (Salamone, 1992; Salamone & Correa, 2012). En este sentido,
los organismos ejecutan comportamientos tendientes a acercarse u obtener
acceso a ciertos estimulos, estimulos reforzadores! positivos, cuando éstos se
encuentran a una cierta distancia fisica o psicolégica. Esta fase de los
comportamientos motivados se denomina frecuentemente apetitiva o de
busqueda (Craig, 1918). Una vez, que el individuo tiene acceso al estimulo, el
comportamiento realizado durante la interaccion es comunmente llamado

consumatorio. Esta diferenciaciéon de los comportamientos motivados en dos

! El término reforzador refiere a que la interacciébn con estos estimulos incrementa la

probabilidad de subsiguientes comportamientos (Salamone & Correa, 2002; Wise, 2004).



fases fue tradicionalmente establecida sobre la base de que la fase apetitiva
involucra conductas voluntarias, flexibles y activas, que implican esfuerzo por
parte del individuo y plasticidad comportamental en su expresion, mientras que
la fase consumatoria consiste en comportamientos mas pasivos y muchas
veces reflejos (Craig, 1918). Sin embargo, esto se encuentra hoy en dia en
discusion fundamentalmente sobre la base de que los comportamientos
denominados consumatorios implican a su vez “voluntad” de permanecer en
contacto y no necesariamente son saciados o extinguidos luego de que el
animal interactia con el estimulo o alcanza la meta (Numan & Stolzenberg,
2009; Olazabal, et al., 2013a). En este sentido, en la presente tesis nos
referiremos a comportamientos motivados activos, como aquellos
comportamientos voluntarios y flexibles de busqueda e interaccién con los
estimulos y pasivos, como aquellos comportamientos que ocurren durante la
interaccion y requieren menos 0 no requieren actividad motora como la
adopcion de la postura de amamantamiento de dorso arqueado (por la
estimulacién ventral brindada por las crias) y de lordosis (por la estimulacion de

los flancos y region perivaginal por parte del macho) (Olazéabal, et al., 2013a).

Ademas de estos aspectos generales, aquellos procesos de recompensa que
se desencadenan por estimulos reforzadores como es el caso de la motivaciéon
maternal o sexual, se pueden diferenciar en componentes que poseen
sustratos de control parcialmente independientes (K Berridge, 2004; K
Berridge, Robinson, & Aldridge, 2009; Olazabal, et al., 2013a; Salamone &
Correa, 2002). Es asi que Berridge y cols. (K. Berridge & Robinson, 1998; K
Berridge, et al., 2009) han enfatizado en la distincion de tres componentes del
proceso de recompensa: el liking , refiere a la reaccion heddnica, afectiva de
placer o displacer desencadenada por un estimulo incondicionado o
condicionado; el wanting refiere al valor de incentivo motivacional
independientemente de su valor heddnico que torna a ese estimulo deseable y
lleva al individuo a su busqueda y aproximacion o alejamiento del mismo; y el
learning que se asocia a que una vez que las sefiales relacionadas a la
recompensa se aprenden, éstas predicen sus beneficios asociados y activan la
motivacion para obtener esa recompensa (Fig. 1). Si bien usualmente estos

tres procesos componen el valor reforzador de un estimulo de forma conjunta,
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poseen mecanismos neuronales diferenciados, por lo que es posible
disecarlos. En este sentido, el liking estaria regulado principalmente por
opioides y GABA actuando en el nucleo accumbens (NAcc), mientras que el
wanting estaria mediado principalmente por la accion de la dopamina (DA) en

la misma estructura (vide infra).

En linea con lo anterior, Salomone y Correa (2002) proponen a su vez que el
wanting se podria dividir en dos componentes, uno direccional referido al
estimulo hacia el que es dirigido el comportamiento y otro activacional o
energizante, vinculado al esfuerzo y al tiempo que el individuo esta dispuesto a
invertir para obtenerlo. Asi, los aspectos direccionales implicarian la motivacion
primaria hacia estimulos reforzadores, por ej. el comportamiento es dirigido
hacia el estimulo, hacia las crias en el caso de una madre y hacia un macho en
el caso de una hembra sexualmente activa (Salamone, Correa, Farrar, &
Mingote, 2007). Mientras que los aspectos activacionales refieren a los costos
que estd dispuesto a asumir el individuo para tener acceso (o evitar) al
estimulo; por ejemplo éste puede tener que realizar conductas instrumentales
que conllevan trabajo, porque habitualmente el estimulo al cual se quiere
acceder estd a una distancia determinada o separada por obstaculos
(Salamone, 1988). Alguna de estas conductas se pueden medir en el
laboratorio; por ejemplo cuanto tarda el animal en aproximarse y saltar una
barrera , o en aprender a apretar una palanca para obtenerlo (Cousins, Wei, &
Salamone, 1994; Ishiwari, Weber, Mingote, Correa, & Salamone, 2004; Lee,
Clancy, & Fleming, 2000).
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Figura 1. De acuerdo al modelo propuesto por Berridge (2004) los procesos de recompensa
pueden disociarse en tres componentes: liking, wanting y learning. La evidencia indica que la
disminucién de la actividad del sistema de neurotransmisién dopaminérgico afecta
principalmente componentes del wanting o motivacion por obtener el incentivo; particularmente
en los aspectos activacionales, es decir en el tiempo y esfuerzo que los individuos invierten por
obtener ese estimulo. Figura adaptada de Salamone & Correa, 2002 incorporando aspectos de
Berridge, 2004.

Existe fuerte evidencia que indica que el sistema de neurotransmision
dopaminérgico mesolimbico? particularmente la DA actuando en el NAcc regula
los aspectos activacionales de la motivacion, pero no la direccion (Aberman &
Salamone, 1999; Phillips, Vacca, & Ahn, 2008; Salamone, et al., 2007). Esto se
ha probado, por ejemplo, utilizando modelos de eleccion en donde se
presentan distintas combinaciones de un estimulo reforzador como la comida
con diferentes grados de dificultad para su acceso: acceso libre a comida
preferida vs. comida menos preferida, comida preferida vs. comida menos
preferida con obstaculo para acceder a ambas, y comida preferida con
obstaculo para acceder a ella vs. comida menos preferida pero de libre acceso.
En este contexto, la administracion sistémica de dosis bajas de antagonistas

dopaminérgicos como el haloperidol (HAL), no reducen la ingesta o el tiempo y

2 El sistema dopaminérgico mesolimbico estd compuesto por neuronas productoras de
dopamina cuyos somas se encuentran en el area ATV del cerebro medio y sus axones
proyectan hacia el prosencéfalo, especificamente hacia el NAcc y tubérculo olfatorio (Bjérklund

& Dunnett, 2007).
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frecuencia que dedican a comer si no hay obstaculos que deban superar (Koch,
Schmid, & Schnitzler, 2000; Salamone, Cousins, & Bucher, 1994). De igual
forma, frente a obstaculos que requieren un mayor trabajo para obtener ambos
alimentos, las ratas tratadas con HAL, continlan eligiendo la opcion mas
reforzadora si ambas opciones estan detras de una barrera que deben superar.
Sin embargo eligen la comida menos reforzadora pero cuya obtencion requiere
menos esfuerzo en aquel contexto en el cual la opcion mas reforzadora se
encuentra detras de una barrera la cual debe superar para acceder al alimento
(Salamone, et al., 1994). Estos resultados demuestran que la interferencia con
la neurotransmision dopaminérgica produce un patrén de efectos que no es el
resultado de la supresion del apetito, de la motivacién primaria por obtenerlo
(aspectos direccionales), sino que parece deberse a una reduccién del
esfuerzo que estan dispuestos a realizar para conseguirla (aspectos
activacionales). En suma, la transmision dopaminérgica principalmente en
NAcc estaria implicada en la superacion de los costos relacionados a la

obtencion de un estimulo.

Asi, se ha postulado que este circuito altamente conservado juega un rol critico
en la asignacion del valor de incentivo a estimulos con relevancia bioldgica,
resultando en comportamientos adaptativos (Kelley & Berridge, 2002; Nesse &
Berridge, 1997; Panksepp, Knutson, & Burgdorf, 2002), incluyendo
comportamientos sociales especie-especificos como el maternal o el sexual
(Numan & Stolzenberg, 2009; Pfaus, Damsma, Wenkstern, & Fibiger, 1995),
asi como el juego o el uso de drogas de abuso (Panksepp, 2011; Panksepp, et
al., 2002). Por este motivo, se ha propuesto que el sistema dopaminérgico
mesolimbico formaria parte de un sistema de motivacion inespecifico ya que
esta involucrado en la regulacion de un amplio rango de comportamientos
motivados (K. Berridge & Robinson, 1998; Ikemoto & Panksepp, 1999; Robbins
& Everitt, 1996).
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1.2. Motivacién y Comportamiento Maternal

El cuidado de las crias es esencial para la sobrevivencia de las mismas.
Especificamente en los mamiferos, estos cuidados han sido atribuidos
principalmente a la madre, quien usualmente cuida, alimenta y protege a su
descendencia, sin embargo literatura creciente le asigna un papel al padre en
estos cuidados (Olazabal, et al., 2013a; Olazabal et al., 2013b).

Las ratas hembras, muestran conductas de cuidado de las crias al nacer
(Rosenblatt, 1969), lo que supone un cambio en el valor afectivo de las
mismas (A. Fleming, Cheung, Myhal, & Kessler, 1989; A Fleming, Ruble, Flett,
& Shaul, 1988; Kinsley & Bridges, 1990), asi como el desarrollo de una
motivacion selectiva para interactuar con ellas (M Pereira & Ferreira, 2006).
Esta rapida respuesta maternal hacia las crias neonatas ya se evidencia
algunas horas antes del parto (Mayer & Rosenblatt, 1984). Pero ser madre no
se traduce solamente en cuidar y alimentar a las crias, sino que también
implica un cambio en la percepcion del entorno. En este sentido, junto al
despliegue de conductas dirigidas hacia las crias, las ratas lactantes muestran
menos miedo ante estimulos auditivos repentinos (Ferreira, Pereira, Agrati,
Uriarte, & Fernandez-Guasti, 2002; Hard & Hansen, 1985) y menos ansiedad
experimental en numerosos modelos como el campo abierto (A Fleming &
Luebke, 1981), pruebas de conflicto (Ferreira, Hansen, Nielsen, Archer, &
Minor, 1989) y el laberinto elevado en cruz (Bitran, Hilvers, & Kellogg, 1991,
Lonstein & Stern, 1998; M. Pereira, Uriarte, Agrati, Zuluaga, & Ferreira, 2005).
También desarrollan agresion maternal, atacando vigorosamente a individuos
intrusos en la caja nido (M. Erskine, Denenberg, & Goldman, 1978; Ferreira &
Hansen, 1986).

El repertorio conductual de cuidados directos de las crias asi como los cambios
afectivos que lo acompafan surge usualmente durante el periparto e involucra
una serie de cambios neuroendocrinos que determinan que la madre
establezca un vinculo con sus crias y cambie su relaciéon con el entorno. Asi,
las crias antes del parto provocan reacciones de evitacién y rechazo, mientras

que luego del mismo se vuelven atractivas, despertando en las madres
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comportamientos de basqueda y aproximacion (A. Fleming, et al., 1989; Kinsley
& Bridges, 1990; Rosenblatt, 1969). EI cambio de valor afectivo y de incentivo
de las crias, depende en gran medida de los cambios enddcrinos de la
gestacion y el parto (Mayer & Rosenblatt, 1984), principalmente el aumento de
los niveles de estrogenos y la rapida caida de los niveles de progesterona
(Bridges, 1984). Estas hormonas junto con las hormonas hipofisarias oxitocina
y prolactina, actian en areas del sistema nervioso central (SNC) implicadas en
el control de esta conducta, como el area preoptica media (APOM) y sus
eferencias (Bridges et al., 1997; Fahrbach & Pfaff, 1986; Matthews-Felton,
Corodimas, Rosenblatt, & Morrell, 1995; Numan, 1994; Numan & Numan,
1997). Una vez que el comportamiento maternal se establece, el
mantenimiento del mismo ya no depende de las hormonas, sino principalmente

de la interaccion con las crias (Bridges, 1975; Rosenblatt, 1975).

El comportamiento maternal es altamente motivado y las crias poseen un gran
valor de incentivo para las nuevas madres (A Fleming, Korsmit, & Deller, 1994).
En este sentido, las sefiales provenientes de las crias adquieren propiedades
reforzadoras (A Fleming, et al., 1994) y esto ha sido evidenciado en numerosos
modelos motivacionales. Las ratas lactantes desarrollan preferencia por un
ambiente asociado a crias sobre uno neutro, mientras que las virgenes no (A
Fleming, et al., 1994). A su vez, en modelos de respuestas operantes las
madres aprenden a apretar una palanca para tener acceso a las crias (Lee, et
al., 2000) y este comportamiento es insaciable, pudiendo apretar por horas la
palanca (Wilsoncroft, 1969).

Al igual que otros comportamientos motivados, el comportamiento maternal se
ha dividido tradicionalmente en componentes activos y pasivos. Asi, el acarreo
de las crias al nido, el lamido corporal y anogenital, asi como su re-arreglo en
el nido han sido categorizados como componentes activos, mientras que la
adopcion de la postura de amamantamiento de dorso arqueado es concebida
como un comportamiento pasivo, ya que es una conducta que ocurre
principalmente en respuesta a la estimulacion proximal de la regién ventral de

la hembra por las crias durante la busqueda del pezén y la succion (Hansen &
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Ferreira, 1986; Numan & Stolzenberg, 2009; Stern & Kolunie, 1991; Terkel,
Bridges, & Sawyer, 1979).

Se ha propuesto que el comportamiento maternal es regulado por el sistema
dopaminérgico mesolimbico, como sistema motivacional general, cuya
actividad es modulada, a su vez, por areas especificas del control (Numan &
Insel, 2003; Olazabal, et al.,, 2013a). Si bien varias regiones han sido
implicadas en el procesamiento de la informacion especifica proveniente de las
crias y en promover las respuestas maternales, el APOM es una region critica
para el despliegue del comportamiento maternal, actuando como centro de
integracion primaria y orquestando las respuestas maternales (Numan, 1994;
Numan & Insel, 2003). En ella converge informacion relacionada a las crias
desde multiples modalidades sensoriales (Numan & Insel, 2003; Olazéabal,
Kalinichev, Morrell, & Rosenblatt, 2002; Simerly & Swanson, 1988) y posee
conexiones con el ATV, el NAcc y la corteza prefrontal medial (CPFm), entre
otras (Hernandez-Gonzalez, Navarro-Meza, Prieto-Beracoechea, & Guevara,
2005; Li & Fleming, 2003; Numan, 2006; Numan & Stolzenberg, 2009). El
nacleo ventral de la estria terminal (NETv) en conjunto con el APOM se han
identificado como clave en la regulacién de los comportamientos de busqueda
activa de las crias (Mattson & Morrell, 2005) y de las respuestas operantes
para obtenerlas (Lee, et al., 2000). En este sentido, lesiones en estas areas
afectan severamente la expresion del comportamiento maternal en animales
nuliparos y primiparos (Kalinichev, Rosenblatt, Nakabeppu, & Morrell, 2000;
Lonstein & De Vries, 2000; Numan, 1994). Sin embargo, Terkel (Terkel, et al.,
1979) y Jacobson (Jacobson, Terkel, Gorski, & Sawyer, 1980) mostraron que
los componentes activos como los acarreos, se afectan mas que los pasivos,
como la conducta de amamantamiento, indicando que estas regiones estarian
implicadas principalmente en el control de los componentes activos y

voluntarios del comportamiento maternal.

El control de las conductas activas por el APOM se ejerce a través de las
proyecciones de esta area hacia al ATV, que regularia, a través de la liberacion
de DA, la actividad del NAcc (Numan et al., 2005a) (Figura 2). En este sentido,

el nivel basal de DA en NAcc es mayor en madres adultas que en juveniles,
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indicando que esto puede ser un factor que diferencie la respuesta maternal
(Olazabal, Abercrombie, Rosenblatt, & Morrell, 2004). Ademas se ha observado
que las concentraciones de DA en el NAcc aumentan durante la ejecucion del
comportamiento maternal (Afonso, King, Chatterjee, & Fleming, 2009a; Afonso,
King, Novakov, Burton, & Fleming, 2011; Champagne et al., 2004; Hansen,
Bergvall, & Nyiredi, 1993) y este aumento también ocurre frente a sefiales
distales de las crias y previo a tomar contacto con ellas (Afonso, Shams, Jin, &
Fleming, 2013). Por otra parte, tanto la administracion sistémica (M Pereira,
2006; M Pereira & Ferreira, 2006; Stern & Keer, 1999), como la inyeccion local
en el NAcc de antagonistas dopaminérgicos (Keer & Stern, 1999; Numan, et al.,
2005a), reducen la ejecucion de los componentes activos del comportamiento
maternal. En conjunto, esta evidencia le atribuye un rol critico a la
neurotransmision dopaminérgica en el NAcc en el control de los aspectos

motivacionales, activos, del comportamiento maternal.

Comportamientos
PV —> activos

NAcc \
/ TDA CPFm
“on

>

Hormonas/ m
Sefiales A 3
sensoriales) % ATV

1

Fig 2. El esquema muestra las principales areas implicadas en el control de las conductas

activas de la motivaciébn maternal (azul) y sexual (naranja) en la hembra. HVM (hipotalamo
ventro medial), APOM (area pre Optica media), NETv (nucleo ventral de la estria terminal), ATV
(area tegmental ventral), CPFm (corteza pre frontal medial), Nacc (nucleo accumbens), PV
(palido ventral). Figura adaptada de Olazabal et al, 2013 y Stolzenberg & Numan, 2011.
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1.3 Motivacién y Comportamiento Sexual

En la rata, la atraccion sexual de la hembra hacia el macho ocurre en
momentos especificos del ciclo reproductivo como consecuencia del efecto
activacional de las hormonas ovaricas. Asi, las hembras ciclantes se
encuentran sexualmente activas durante las fases del proestro tardio y estro
temprano del ciclo estral, luego de la ocurrencia de los picos pre-ovulatorios de
estrogenos y progestagenos (Beach, 1976).

Al igual que el comportamiento maternal, el sexual es fuertemente motivado y
las hembras buscan de forma activa la cercania del macho (Agmo, 1999;
McClintock & Anisko, 1982; Pfaus, Smith, & Coopersmith, 1999). Asi para las
hembras sexualmente activas los olores de los machos son fuertemente
atractivos (Agmo, 1999; Ferreira, 2008) y en condiciones naturales o semi-
naturales son ellas las que inician y regulan la interaccién sexual a través del
despliegue de una serie de conductas de acercamiento y alejamiento del
macho (McClintock & Adler, 1978).

El fuerte valor de incentivo que poseen los machos para las hembras se ha
demostrado en diversos modelos (Agmo, 1999; R Paredes & Vazquez, 1999).
Es asi que las hembras sexualmente activas prefieren un ambiente
previamente asociado a un macho sexualmente activo que a uno neutro (G
Coria-Avila et al., 2006; R Paredes & Vazquez, 1999), aprenden a apretar una
palanca para tener acceso al mismo (Bermant & Westbrook, 1966) y prefieren a
un macho sexualmente activo que a una hembra sexualmente activa (D Agrati,
et al., 2008; Clark, Kelton, Guarraci, & Clyons, 2004).

El comportamiento sexual de la hembra, al igual que el maternal se ha
clasificado en componentes activos 0 proceptivos y pasivos 0 receptivos
(Beach, 1976). Se entiende como conductas proceptivas aquellos despliegues
conductuales voluntarios que promueven el acercamiento del macho y facilitan
la monta (M. Erskine, 1989), e incluyen pequefios saltos y carreras (hops &
darts) y carreras mas largas (solicitudes), entre otros (Beach, 1976; Graham &
Pfaus, 2010). El término receptivo refiere la postura de lordosis, una conducta
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mayormente refleja, que realiza la hembra en respuesta a la monta (Beach,
1976; McClintock & Adler, 1978). Esta diferenciacion, se basa en que las
conductas proceptivas son mas flexibles, adaptdndose a las condiciones de la
interaccidn y estan sujetas a aprendizaje, por lo que reflejan el estado
motivacional de la hembra. Por otra parte, la lordosis es una conducta
principalmente refleja generada en respuesta a la estimulacion tactil en los
flancos y la region perivaginal por el macho durante la monta (Beach, 1976).

En el control neuronal del comportamiento sexual de la hembra el APOM vy el
hipotalamo ventro-medial (HVM) representan areas claves, presentando una
elevada concentracion de receptores de hormonas esteroideas (Barboza-
Vargas, Pfaus, & Woodside, 2009; Blaustein, Tetel, Ricciardi, Delville, &
YTurcotte, 1994) vy recibiendo e integrando informacion olfatoria vy
genitosensorial (Kato & Sakuma, 2000; Pfaus, Kleopoulos, Moobs, Gibbs, &
Pfaff, 1993), asi como motivacional (Graham & Pfaus, 2012).

El HVM posee un rol fundamental en el control del comportamiento sexual de
las hembras, ya que tanto la ejecucién del reflejo de lordosis como las
conductas proceptivas son dependientes de la accion de las hormonas
principalmente actuando en este nucleo (Kow & Pfaff, 1998; Musatov, Chen,
Pfaff, Kaplitt, & Ogawa, 2006; Pfaff, Kow, Loose, & Flanagan-Cato, 2008). En
este sentido, HVM estad implicado en el procesamiento de la informacién
proveniente del sistema olfativo y tactil, cruciales para el despliegue de
conductas activas de busqueda y aproximacion (Spiteri et al., 2010), asi como
para la ejecucion de la lordosis (Sakuma & Pfaff, 1979a, 1979b). También
recibe informacion proveniente de la amigdala y otras areas cerebrales que
responden a estimulos sexuales, como puede ser la estimulacion
vaginocervical que produce la activacion de genes de expresion temprana
como Fos en este nucleo (Pfaus, Marcangione, Smith, Manitt, & Abillamaa,
1996).

El APOM también ha sido fuertemente implicada en los aspectos
consumatorios del comportamiento sexual (Takeo, Chiba, & Sakuma, 1993;

Veney & Rissman, 1997) y recientemente en los componentes motivados (G.
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Coria-Avila & Pfaus, 2007; Guarraci, Megroz, & Clark, 2004). La activacion de
esta area, reciprocamente conectada con el VMH (Fahrbach, Morrell, & Pfaff,
1989) inhibe la adopcion de posturas de lordosis, mientras que lesiones de la
misma las facilitan (Moss, Paloutzian, & Law, 1974; Powers & Valenstein,
1972). En el caso de los aspectos activos o proceptivos se ha probado que la
posibilidad de controlar la interaccién sexual por parte de la hembra incrementa
la activacion de Fos en esta area (G. Coria-Avila & Pfaus, 2007) y la disrupcion
de su actividad a través de lesiones eléctricas o éxito-toxicas, afectan tanto el
pacing® como las conductas de busqueda del macho (Graham & Pfaus, 2010;
Guarraci, et al., 2004). Asimismo, estudios electrofisiolégicos muestran que
existen neuronas del APOM que se activan durante la ejecucion de conductas
proceptivas antes de la lordosis y esa actividad rapidamente decae luego de la
intromision (que suele implicar un alejamiento mas prolongado de la hembra),

pero no luego de la monta (Kato & Sakuma, 2000).

Al igual que en el comportamiento maternal, evidencia creciente implica al
sistema dopaminérgico mesolimbico en el control motivacional sexual de las
hembras. Durante la actividad sexual (Mermelstein & Becker, 1995; Pfaus, et
al., 1995) inmediatamente antes de que la hembra reciba una intromisién
(Jenkins & Becker, 2003) o cuando la hembra visualiza a un macho detras de
una barrera (Pfaus, et al.,, 1995), las concentraciones de DA en el NAcc
aumentan. En este sentido, un tratamiento cronico con anfetaminas, que
incrementa la liberacion de DA en el sistema mesolimbico, aumenta la

expresion de conductas sexuales motivadas (Afonso, Mueller, Stewart, &

8 El término “pacing” refiere a la capacidad de la hembra de controlar el ritmo de las
interacciones sexuales con el macho. Generalmente en condiciones de laboratorio, esto se
logra mediante la utilizacion de modelos que permiten a la hembra esta posibilidad, como por
ejemplo una arena sexual dividida en dos por una barrera, en la que el macho esta confinado
en uno de los lados y solo la hembra puede desplazarse libremente en ambos compartimientos
(MS Erskine, 1985). Asimismo, el control del ritmo de la cépula por parte de la hembra se
observa en ambientes seminaturales, en los que la hembra puede alejarse de donde se

encuentra el macho (McClintock & Anisko, 1982).
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Pfaus, 2009b). Por otra parte, la administracion sistémica del antagonista
dopaminérgico HAL reduce la ejecucion de las conductas proceptivas (G Coria-
Avila et al., 2008; Ismail et al., 2010). En base a esta evidencia se ha propuesto
que, al igual que en el caso de la motivacion maternal, la conexién del APOM
con el NAcc via el ATV mediaria la expresion de conductas sexuales motivadas
en la hembra (Fig. 2) ((G Coria-Avila et al.,, 2014; Stolzenberg & Numan,
2011)). Sin embargo existe evidencia que cuestiona esta hipotesis, ya que no
se observaron efectos sobre el comportamiento sexual de las hembras al
administrar de forma sistémica el antagonista dopaminérgico flupentixol
(Ellingsen & Agmo, 2004). De igual forma, Guarraci y cols. (Guarraci et al.,
2008) no observan un efecto de la administracion aguda de anfetaminas en el

NAcc sobre el comportamiento de pacing de hembras sexualmente activas.

De forma interesante, Hansen y colaboradores mostraron que lesiones con 6-
OH-DA en el estriado ventral (NAcc, tubérculo olfatorio y nucleo caudado
ventromedial) y en el VTA no afectan las conductas proceptivas de las
hembras, mientras que interfiere significativamente con el acarreo de las crias
(Hansen, 1994; Hansen, Harthon, Wallin, Lofberg, & Svensson, 1991a, 1991b).
Es posible entonces que el sistema dopaminérgico esté implicado en el control
de ambas motivaciones pero juegue un papel mas importante en la modulacion

de la motivacién maternal que de la sexual.

1.4 Co-expresion de las motivaciones maternal y sexual

Como se menciond previamente, los comportamientos maternal y sexual son
conductas afiliativas motivadas asociados a la generacién de afectos positivos
(G. Coria-Avila & Pfaus, 2007; Numan, 2006; R. Paredes, 2009) que comparen
areas y circuitos de control comin como el APOM vy el sistema de
neurotransmision dopaminérgico (figura 2) (G Coria-Avila, et al.,, 2014;
Stolzenberg & Numan, 2011). Sin embargo, ambos comportamientos poseen
caracteristicas diferenciales en su expresiéon, duracién y caracteristicas del

control hormonal (Pfaus, et al., 1999; Rosenblatt, 1975), asi como en el rol e
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importancia relativa de las estructuras y sistemas que los regulan (Ellingsen &
Agmo, 2004; Graham & Pfaus, 2012; Numan, et al., 2005a; Numan &
Stolzenberg, 2009; Olazabal, et al., 2013a), incluyendo al sistema
dopaminérgico (Hansen, et al., 1991a, 1991b; R Paredes & Agmo, 2004) Sobre
esta base consideramos que el estudio de los mecanismos que subyacen la
expresion e interaccion de estos comportamientos cuando ambos ocurren de
forma simultdnea nos permitird una mejor comprension de los mismos, tanto de
sus similitudes como de sus diferencias. En este sentido, la rata presenta un
EPP fértil en la noche del dia del parto (Connor & Davis, 1980a; Gilbert, et al.,
1980), durante el cual se encuentra maternal y sexualmente motivada,
constituyéndose en un excelente modelo para analizar como interactian estas

motivaciones.

Como consecuencia de los elevados niveles de estrégenos del final de la
prefiez y el aumento significativo de los de progestdgenos después del parto
las hembras posparturientas se encuentran sexualmente activas
aproximadamente a las 9 hs luego del inicio del parto (Connor & Davis, 1980b).
Esta actividad y receptividad sexual es maxima a las 12 hs y decae a las 18 hs,
por lo que la actividad sexual maxima se desarrolla en una corta ventana

temporal (Fig 3).
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El hecho de que durante este periodo, las hembras sexualmente activas sean a
su vez madres nos llevd a preguntarnos: ¢ Qué ocurre cuando ambos estimulos

reforzadores - crias y macho- se confrontan simultaneamente?

Observamos que durante el EPP, la hembra es capaz de co-expresar ambas
conductas -maternal y sexual- cuando las crias y el macho estan presentes al
mismo tiempo en su caja nido (D. Agrati, et al.,, 2011). En este contexto la
madre interactia sexualmente con el macho y lo ataca, expresando agresion
maternal hacia él. Estos comportamientos -sexual y agresion maternal- se
expresan de forma alternada con acarreos de las crias hacia el nido poniendo
en evidencia que si bien ambas conductas comparten circuitos comunes, no se

excluyen mutuamente.

Si bien la hembra en EPP en la caja nido dirige su comportamiento
preferencialmente al macho, en un nuevo contexto de eleccion donde los dos
estimulos se encuentran en espacios fisicos separados las hembras prefieren a

las crias frente al macho (D. Agrati, 2009). De manera interesante esta
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preferencia por las crias de hembras en EPP es aun mayor en las ratas
multiparas, mientras que las madres virgenes ciclantes en proestro maternales
-sensibilizadas*- prefieren al macho, indicando que el valor de incentivo relativo
de estos estimulos varia segun la experiencia maternal previa y el perfil
endocrino (D Agrati, et al., 2008).

Es importante destacar que las variaciones en la preferencia (eleccion de las
crias o del macho) no se reflejaron en diferencias en la ejecucion de los
comportamientos maternal hacia las crias y sexual hacia el macho cuando uno
solo de estos estimulos estaba presente (Agrati et al., en prep.), lo que sugiere
que el valor de incentivo de un estimulo afecta el del otro cuando ambos estan

presentes.

Desconocemos cuales mecanismos neurales regulan la interacciéon de las
motivaciones maternal y sexual cuando ambos reforzadores estan presentes —

crias y macho- durante el EPP.

4 Es posible desarrollar comportamiento maternal en animales no-parturientos, tanto hembras
como machos, a través de la exposicion continua a crias neonatas. Este procedimiento se
conoce con el nombre de sensibilizacion y permite estudiar los cambios asociados a la
condicién maternal en ausencia del perfil enddcrino tipico de este (A Fleming & Rosenblatt,

1974; Rosenblatt, 1969).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Se ha propuesto al sistema de neurotransmisién dopaminérgico como un
sistema de motivacion general que modula los aspectos activacionales de los
comportamientos motivados. En este sentido, este sistema ha sido implicado
tanto en la regulacion de la motivacidon maternal (Numan, 2006; Olazabal, et al.,
2013a; Stern & Keer, 1999) como de la sexual de la hembra (Melis & Argiolas,
1995). Sin embargo, manipulaciones del sistema dopaminérgico parecen tener
un impacto mayor en la ejecucion del comportamiento maternal que del sexual
(Ellingsen & Agmo, 2004; Hansen, et al., 1991a, 1991b; R Paredes & Agmo,
2004), lo que sugiere una implicancia mayor de la DA en la expresion de los
componentes activos de la motivacién maternal que de la sexual de la hembra.
No existen sin embargo hasta la fecha, estudios que analicen el efecto de
manipulaciones del sistema dopaminérgico cuando estas dos motivaciones se
expresan simultineamente. EI EPP es un periodo Unico del ciclo reproductivo
de la hembra en el cual éstas se encuentran maternal y sexualmente
motivadas, expresando comportamiento maternal hacia las crias y sexual hacia
el macho. Sin embargo en el modelo de preferencia crias vs macho prefieren a
las crias (D. Agrati, 2009; D Agrati, et al., 2008), lo que indica que, en ese
contexto, las crias tienen mayor valor de incentivo que el macho. Si la
expresion de la motivacién maternal en relacion a la sexual se asociara a una
mayor actividad del sistema dopaminérgico, es posible suponer que la
afectacion de este sistema impacte en mayor medida en la motivacion
maternal, reduciendo el valor de incentivo de las crias respecto al macho.

Sobre esta base nos planteamos la siguiente hipotesis:

Durante un periodo en el cual la hembra estd sexual y maternalmente
motivada, la actividad del sistema dopaminérgico media la asignacion del

mayor valor de incentivo de las crias respecto al macho.
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3. OBJETIVO GENERAL

Explorar la implicancia del sistema de neurotransmision dopaminérgico en la
interaccién de las motivaciones maternal y sexual durante el EPP en el modelo

de preferencia de crias vs. macho.

4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con el fin de determinar si la actividad dopaminérgica media la preferencia por
las crias frente a un macho en una situacion de eleccion se analizo el efecto de
la reduccion de la neurotransmision dopaminérgica, a través de la
administracion del antagonista HAL, en la preferencia entre estos dos

reforzadores: crias vs macho (experimento ).

En una segunda instancia, para determinar si este antagonista afecta de
manera diferente a ambas motivaciones cuando no estan compitiendo una con
otra, evaluamos el efecto del HAL de forma independiente sobre la motivacion
maternal en un modelo de preferencia crias vs. estimulo social neutro (hembra
no-receptiva) y sobre la sexual en un modelo de preferencia macho vs. hembra

no-receptiva (experimento Il).

Finalmente, para discernir el efecto de la reduccién de la neurotransmision
dopaminérgica sobre el valor maternal y sexual de los estimulos de su valor
social, determinamos el efecto del HAL en la eleccion entre dos reforzadores -
crias y macho- y un estimulo social neutro en un modelo con tres estimulos

(experimento llI).
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5. METODOLOGIA GENERAL

5.1. Animales

Se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de
aproximadamente 3-4 meses de edad. Las ratas se alojaron en un cuarto con
un ciclo de luz-oscuridad 12/12 h (luces encendidas 05:00 hs.) y temperatura
controlada (22+1 °C) en el Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) de la

Facultad de Ciencias.

5.2. FArmaco

Haloperidol (antagonista dopaminérgico): 0,0, 0,025 y 0,050 mg/kg/ml, sc, -60
min de prueba (de acuerdo a estudios previos (M Pereira et al., 2011; M Pereira
& Ferreira, 2006; M. Pereira, et al., 2005)). La eleccion de este farmaco y la via
de administracion, en una primera aproximacion al andlisis de la interaccién
entre las motivaciones maternal y sexual, se realizd sobre la base de su amplio
uso en el analisis de motivaciones por incentivos naturales (principalmente en
las motivaciones maternal y alimenticia) (Ismail, et al., 2010; Mott et al., 2009;
M Pereira, et al., 2011; M Pereira & Ferreira, 2006; Salamone, Correa, Nunes,
Randall, & Pardo, 2012; Salamone, et al., 1994; Salamone et al., 1996; Stern &
Keer, 1999). Si bien la administracion sistémica de este farmaco afecta
sistemas motores (ver punto 8.5 de Discusion), multiples estudios muestran
que estos efectos no enmascaran los efectos motivacionales atribuidos
principalmente a su accion sobre el sistema dopaminérgico mesolimbico
(Farrar et al., 2010; Mott, et al., 2009; M Pereira, et al., 2011).

En lo referente a su mecanismo de accion se ha reportado que posee una
mayor afinidad por el sub-tipo D2 de la familia de receptores D2 (McCormick et
al., 2010; Schotte, Janssen, Bonaventure, & Leysen, 1996), sin embargo a la

dosis mayor seleccionada para este estudio (0,050 mg/kg) el HAL tiene un nivel
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de ocupacion de estos receptores estriatales de un 25-50% (Zhang &
Bymaster, 1999). Asimismo, estudios de ocupacion muestran que el HAL posee
muy poca afinidad por receptores de otros sistemas de neurotransmision como

serotoninérgicos y muscarinicos (Zhang & Bymaster, 1999).

5.3. Protocolo experimental general

Se utilizaron de 8 a 11 hembras en EPP por grupo. Las hembras se aparearon
con machos sexualmente activos y 2 dias antes de la fecha prevista de parto
se alojaron en cajas individuales. A partir del dia 22 de gestacion se verifico la
presencia de crias cada 2 hs y una hora después de finalizado el parto, las
camadas se igualaron a 8 crias (4 hembras y 4 machos) para asemejar la
estimulacién recibida. Para asegurar la actividad sexual maxima de las
hembras, las pruebas se realizaron a las 11-13 hs posparto (Connor & Dauvis,

1980a) siguiendo el protocolo experimental descrito a continuacion (Fig. 4).

Las hembras fueron inyectadas de forma subcutanea (sc) una hora previa a la
prueba de preferencia crias vs macho (20 min de duracion) con solucion salina
o HAL (la dosis utilizada se especifica en cada experimento). En el caso del
experimento Ill, una vez concluida la prueba de preferencia, se realiz6 una
prueba de comportamiento sexual de 15 min, seguida de una prueba de
acarreo de las crias de 5 min de duracion. Las pruebas comportamentales se

describen en detalle a continuacion.

—
I~
~

-

Prueba de
comportamiento
Maternal (5min)

Prueba de
comportamientd
Sexual (15 min)

Prueba de Preferencia
(20 min)

almodelo
(5min)

(30 min)

Habituacion
(5min)

Habituacion

-~
-~
Habituacién

Parto Inyeccion

Figura 4. Protocolo experimental general
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5.4. Pruebas comportamentales

5.4.1 Modelo de preferencia crias vs. macho (D Agrati, et al., 2008)

Este modelo consiste en un laberinto transparente de acrilico en forma de Y
con 3 camaras de igual tamafio (25 x 30 x 18 cm) al final de cada brazo (10 x
60 x 10 cm). Dos de las camaras contienen los estimulos, una 8 crias y la otra
un macho sexualmente activo, mientras que la tercera camara permanece
vacia (camara neutra) (Fig. 5). A su vez, cada camara contiene una division de
acrilico transparente perforada, que permite ver, olor y oir a los estimulos, sin
permitir contacto fisico con ellos. La localizacibn de los estimulos se
contrabalancea entre hembras de un mismo grupo para reducir posibles
efectos de lateralidad. El dia de la prueba 30 min luego de inyectado el farmaco
o la solucién salina, se introduce a la hembra en el centro del modelo y se le
permite explorar por un periodo de habituacion de 30 min el modelo vacio.
Inmediatamente después, los estimulos, se colocan en las cdmaras y durante
20 min se registran los siguientes parametros: tiempo de permanencia y
namero de entradas a cada camara, exploracion (suma del numero total de
entradas a las camaras mas el nimero de entradas a los brazos) y el nimero
de intentos de obtener acceso a los estimulos (mordidas y arafiadas de la

pared divisoria).

Sobre la base de estudios previos de nuestro grupo (D Agrati, et al., 2008; M
Pereira & Ferreira, 2006) seleccionamos dos medidas de preferencia a utilizar:
1. el tiempo total de la prueba que la hembra permanece en cada
compartimiento, y 2. la camara preferida por cada hembra que se determina
como aquella camara en la cual la hembra permanece mas del 50% del tiempo
total en las tres camaras de eleccion, con la condicion adicional de que este
tiempo debe ser 25% mayor que el tiempo de permanencia en cualquier de los
otros dos compartimientos. Si bien consideramos que el tiempo de

permanencia en los compartimientos refleja el comportamiento temporal
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general del grupo, la preferencia de cada hembra nos brinda informacién

complementaria del comportamiento de los animales en el modelo.

neutro

Figura 5. Modelo de preferencia

5.4.2 Prueba de comportamiento sexual (D. Agrati, et al., 2011; Uriarte,

Breigeiron, Benetti, Rosa, & Lucion, 2007)

Se introduce a la hembra en una arena sexual de acrilico cilindrica de 50 cm de
diametro. Luego de un periodo de habituacién de 5 min se coloca un macho
sexualmente activo y se registra durante 15 min el nimero de solicitudes, hops
& darts (corridas y saltos frente al macho: conductas proceptivas), posturas de
lordosis, rechazos y ataques, asi como la latencia a la primera conducta
proceptiva, lordosis y al primer ataque. A su vez, se registra el numero de
montas e intromisiones y las eyaculaciones realizadas por el macho, asi como
la latencia a la primera monta con o sin intromision y a la primera eyaculacion
(Fig. 6). El cociente de lordosis, indice de receptividad sexual de la hembra, se
calcula como el cociente entre el numero de lordosis y el numero total de
montas, intromisiones y eyaculaciones. También se calcula el promedio de la
duracion de las posturas de lordosis (Ismalil, et al., 2010).
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Figura 6. Comportamiento sexual

5.4.3 Prueba de acarreo (Giordano, Johnson, & Rosenblatt, 1990)

Se retiran las crias de la caja materna y se reintroducen a los 5 min. Se registra
durante 5 min, el nimero de acarreos, asi como la latencia al primer acarreo y

a la reunion de toda la camada en el nido (Fig. 7).

Figura 7. Acarreo de crias

5.4.4 Registro de actividad locomotora durante la prueba

Para evaluar un posible efecto motor del farmaco se registré la actividad
locomotora de las hembras simultaneamente durante la prueba de preferencia
en el modelo. En la misma, la suma de ingresos a los brazos, asi como a los
compartimientos durante los 20 min es reflejo del desplazamiento de los
animales y son utilizados como parametros de la actividad ambulatoria (Agmo,

Turi, Ellingsen, & Kaspersen, 2004).
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5.5. Andlisis estadistico

Debido a que la mayoria de los datos comportamentales no se ajusta a una
distribucién normal, ni presentan homogeneidad de varianzas se expresan
como medianas = rango semi-intercuartil (RSIC) y se analizaron mediante
pruebas no-paramétricas: analisis de varianza de Kruskal-Wallis seguido de la
prueba de U de Mann-Whitney en el caso de grupos independientes y ANOVA
de Friedman seguido de la prueba pareada de Wilcoxon en el caso de grupos
dependientes (Siegel & Castellan, 1988). Las comparaciones de las
distribuciones de preferencias (por crias, macho, neutro o no preferencia) entre
grupos se realiz6 a través de tablas de contingencia multiples (Kirkman, 1996),

seguido de comparaciones mediante la prueba de Fisher.

32



6 EXPERIMENTO |: EFECTO DE LA REDUCCION DE LA
NEUROTRANSMISION DOPAMINERGICA EN LA ELECCION ENTRE DOS
REFORZADORES: CRIAS VS. MACHO

Debido a la implicancia del sistema de neurotransmisiéon dopaminérgico en el
control de procesos motivacionales (Salamone & Correa, 2012) y a una posible
implicancia mayor del mismo en la regulacion de la motivacion maternal que de
la sexual (Numan & Stolzenberg, 2009; R Paredes & Agmo, 2004), nos
propusimos determinar si la actividad dopaminérgica media la preferencia por

las crias frente a un macho de hembras en EPP.

6.1. Objetivo especifico |

Determinar el efecto de la administracidon sistémica del antagonista
dopaminérgico HAL en la preferencia por crias frente a un macho de hembras
en EPP.

6.2. Abordaje experimental

Se evalud el efecto del HAL en la preferencia de hembras primiparas en EPP

por crias 0 macho sexualmente activo (como estimulos reforzadores).

Las hembras se inyectaron de forma subcutanea (sc) una hora previa a la
prueba con 0,0 (N=12); 0,025 (N=10) o 0,050 (N=10) mg/kg/ml de HAL, y se
probaron en el modelo de preferencia durante 20 min. Finalizada la prueba de
preferencia, todas las hembras fueron evaluadas para verificar su receptividad
sexual y la expresion de conducta maternal. Aquellas hembras que no
mostraron receptividad sexual o conducta maternal (lamidos o acarreos) se

excluyeron del andlisis.
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6.3. Resultados

Como se muestra en la Fig 8, en el grupo salino, el tiempo de permanencia en
el compartimiento de las crias fue mayor al tiempo en el compartimiento del
macho (Ta2= 14,0, p<0,05, prueba pareada de Wilcoxon), mientras que la
administracion de ambas dosis de HAL eliminé esta diferencia (tiempo en
compartimiento de crias vs macho: 0,025 mg/kg: T@o= 18,0, p=0,33 y 0,05
mg/kg: Tao= 17,0, p=0,28). En los tres grupos, tanto el tiempo de permanencia
en el compartimiento de las crias como en el del macho fueron mayores que el
tiempo en el compartimiento neutro (para crias vs neutro: 0,0 mg/kg: Taz)=
0,00, p<0,010; 0,025 mg/kg: Tao= 2,0, p<0,01; 0,05 mg/kg: Tao= 6,0, p<0,05y
para macho vs. neutro: 0,0 mg/kg: Taz2= 0,00, p<0,01; 0,025 mg/kg: Tao= 6,0,
p<0,05 ; 0,05 mg/kg: Tao= 1,0, p<0,01, Fig. 8).

Cuando comparamos el tiempo de permanencia en cada compartimiento entre
los grupos, observamos que la administracién del antagonista dopaminérgico
disminuy6 el tiempo de permanencia en el compartimento de las crias (H (2)=
7,57, p<0,05; andlisis de varianza de Kruskal Wallis), sin modificar
significativamente el tiempo en el compartimiento del macho (H (2)= 3,99,
p=0,13) o en el compartimiento neutro (H (2)= 0,12, p=0,93). Asi, el tiempo en
el compartimiento de las crias disminuyd significativamente en el grupo tratado
con 0,05 mg/kg de HAL respecto al grupo control (Ugz,10= 20,5, p<0,01) (Fig.
8).
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Figura 8. Tiempo total en el compartimiento del macho (barras negras), de las crias
(barras grises) y en el neutro (barras blancas) de hembras en EPP. Los datos se
expresan como medianas (RSIC). 1: p<0,05 vs crias y : p<0,05 vs macho, dentro de
un grupo, prueba pareada de Wilcoxon vy *: p<0,05 0,05 vs 0,00 mg/kg de HAL entre
grupos, prueba U de Mann-Whitney.

En la tabla 1 se observa que el efecto de este antagonista dopaminérgico sobre
el comportamiento de las hembras se reflej6 a su vez en un cambio en la
distribucion de las preferencias entre el grupo salino y la dosis maxima de HAL
(X?= 7,31, p< 0,05, tabla de contingencia). En este sentido, se observé una
reduccion del numero de hembras que prefieren a las crias a la dosis 0,05
mg/kg de HAL (p<0,05, prueba exacta de Fisher), concomitantemente con una
tendencia al aumento del nimero de hembras que no prefirieron a ninguno de

los estimulos (p=0,07, prueba exacta de Fisher).
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Tabla 1. Preferencias por los estimulos reforzadores (crias 0 macho) o no preferencia

HAL (mg/kg)
Preferencia 0,00 0,025 0,05
crias 10/12 5/10 3/10
macho 2/12 2/10 4/10
no prefieren 0/12 3/10 3/10

Los datos son expresados como numero de hembras que eligen (crias o macho) y que
no eligen sobre el total de hembras por grupo. Ninguna hembra exhibié preferencia por

el compartimiento neutro.

Al igual que la preferencia por las crias, el esfuerzo por obtenerlas (Fig. 9)
decayo con las dosis 0,025 y 0,05 mg/kg de HAL (H (2)= 6,97 p<0,05).

B macho 0O crias
60 A %
I I
50 - T !

30 ~

20 A

Numero de intentos

+ 1
. z i

0,00 0,025 0,05
Haloperidol (mg/kg)

Figura 9. Frecuencia de esfuerzos por obtener los estimulos: macho (barras negras) y
crias (barras grises) de hembras en EPP tratadas con 0,00, 0,025 y 0,05 mg/kg de
HAL. Los datos se expresan como medianas (RSIC). {: p<0,05 vs crias; prueba

pareada de Wilcoxon. *: p<0,05 vs 0,00 mg/kg de HAL, prueba U de Mann-Whitney.

La administracion de HAL redujo de forma dosis dependiente el nimero de

visitas a los tres compartimientos (Tabla 2), sin embargo acompafando lo
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evidenciado en los tiempos de permanencia en los compartimientos, las
hembras del grupo salina visitaron mas veces el compartimiento de las crias
que el de macho (Taz= 4,0, p<0,01), mientras que las pertenecientes a los
grupos 0,025 y 0,05 mg/kg de HAL visitaron indistintamente los
compartimientos del macho y de las crias (0,025 mg/kg: Tao= 2,0, p=NS; 0,05
mg/kg: Tao= 17,0, p=NS (Tab. 2).

Tabla 2. Numero de entradas a los compartimientos de crias, macho y neutro

N° de HAL (mg/kg)
entradas 0,00 0,025 0,05
crias 14,0(2,2) 10,0(1,8)* 6,0(2,0)*#
macho 11,0 (1,7)% 8,0(0,7) 6,5 (0,8)*#
neutro 8,0(1,7)t 50(1,5t+ 3,5(1,2)t+*

Los datos se expresan como medianas (RSIC). t: p<0,05 vs. crias, }: p<0,05 vs
macho, prueba pareada de Wilcoxon y *: p<0,05 vs. salina, #: p<0,05 vs. 0,025 mg/kg
de HAL, prueba U de Mann-Whitney.

En lo referente a la actividad motora en el modelo, el nimero total de cruces
por los brazos disminuyé de forma dosis dependiente, conforme aumenté la
dosis de HAL (Fig. 10A). Sin embargo, el tiempo que las hembras invirtieron en
los estimulos reforzadores (crias o macho), no se vio alterado por el farmaco
(Fig. 10B) y las hembras visitaron los compartimientos de ambos reforzadores
tanto en la primera como en la segunda mitad de la prueba (datos no

mostrados).
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Figura 10. Namero total de cruces en el modelo (A) y tiempo en los compartimiento de

los estimulos reforzadores (tiempo en crias sumado al tiempo en macho) (B) de las
hembras inyectadas con 0,00, 0,025 y 0,05 mg/kg de HAL. Los datos se expresan
como medianas (RSIC). *: p<0,05 vs 0,00 mg/kg de HAL y #: p<0,05 vs 0,025 mk/kg

HAL, prueba U de Mann-Whitney.

6.4. Conclusion

El HAL elimin6 la preferencia por las crias, indicando que la reduccién de la

neurotransmision dopaminérgica disminuyo el valor de incentivo de las crias en

relacién al macho.
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7. EXPERIMENTO |Il: EFECTO DE LA REDUCCION DE LA
NEUROTRANSMISION DOPAMINERGICA EN LA ELECCION ENTRE UN
REFORZADOR -CRIAS O MACHO- Y UN ESTIMULO SOCIAL NEUTRO

En el experimento | observamos que la disminucion de la neurotransmision
dopaminérgica redujo el valor de incentivo de las crias respecto al macho, sin
embargo desconocemos si este antagonista dopaminérgico afecta de manera
diferente a ambas motivaciones cuando no estan compitiendo una con otra.
Con este fin, evaluamos el efecto del HAL de forma independiente sobre las

motivaciones maternal y sexual.

7.1 Objetivo especifico Il

Evaluar el efecto de la administracion sistémica de HAL en la preferencia por
crias frente a una hembra no-sexualmente receptiva y por un macho frente una

hembra no-sexualmente receptiva de hembras durante el EPP.

7.2. Abordaje experimental

Evaluamos el efecto de la administracion sistémica de HAL en la preferencia
por ambos estimulos reforzadores (crias y macho) de forma independiente,
enfrentados a un estimulo social neutro que a priori posee un valor de incentivo
menor que las crias o el macho para una hembra maternal y sexualmente
motivada. A su vez, seleccionamos la dosis de HAL de 0,05 m/kg sobre la base

de que la misma tuvo el mayor efecto en el experimento I.

Al igual que en el experimento |, las hembras se inyectaron de forma
subcutanea (sc) una hora previa a la prueba con 0,0 (N=18) o 0,05 (N=18)

mg/kg/ml de HAL y se dividieron en dos grupos: macho vs hembra no-receptiva
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y crias vs hembra no-receptiva. Luego de finalizada la prueba se evalu6 la
receptividad sexual y conducta maternal de las hembras. Aquellas hembras
gue no mostraron receptividad sexual o conducta maternal (lamidos o acarreos)

se excluyeron del analisis.

7.3. Resultados

7.3.1. Preferencia por macho vs hembra no-receptiva

Tanto las hembras tratadas con solucién salina como con HAL permanecieron
mas tiempo junto al macho que junto a la hembra no-receptiva (Fig. 11A,
salino: T)= 5,0, p<0,05 y 0,05: T@= 4,0, p<0,05). La administracion de 0,05
mg/kg HAL no afect6 esta preferencia por el macho reflejada en el tiempo de
permanencia con el mismo (Up,9= 29,0, p= 0,54) y en el numero de hembras
qgue lo elijen al macho en cada grupo (hembras que eligen al macho/total de
hembras del grupo: salino=7/9 vs. HAL 0,05= 7/9, p= NS, prueba exacta de
Fisher).

7.3.2. Preferencia por crias vs hembra no-receptiva

De igual modo, las hembras tratadas con solucién salina exhibieron una clara
preferencia por las crias respecto a la hembra no-receptiva (ver Fig. 10B, T(9)=
3,0, p<0,05). Sin embargo, la administracion de 0,05 mg/kg de HAL redujo la
diferencia entre los tiempos de permanencia con las crias y la hembra no-
receptiva (T©= 7,0, p= 0,06; Fig. 11B), sin alterar el numero de hembras que
prefirieron a las crias en cada grupo, salino= 7/9 vs. HAL 0,05=7/9 (hembras
que eligen a las crias/hembras totales, p=NS, prueba exacta de Fisher). No se
detectaron diferencias en el tiempo de permanencia junto a las crias o a la
hembra no-receptiva entre el grupo salino y HAL (crias: U,9= 28,0, p=0,26;

hembra no-receptiva: U,9= 34,5, p=0,59).
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Figura 11. Tiempo de permanencia en compartimento del estimulo reforzador (barra
negra), de la hembra no receptiva-Hnr (barra gris), y en el neutro (barra blanca), de
hembras en EPP tratadas con vehiculo o 0,05 mg/kg de HAL y enfrentadas a un
macho vs hembra no-receptiva (A) o crias vs hembra no-receptiva (B). Los datos se
expresan como medianas (RISQ). ¥: p<0,05 vs. Hnr y : p<0,05 vs. reforzador; p=0,06
vs. reforzador dentro de un grupo, prueba pareada de Wilcoxon y *: p<0,05 vs. 0,00
mg/kg de HAL, prueba U de Mann-Whitney.
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7.4. Conclusiones

-La clara preferencia por las crias y por el macho al enfrentarse a un estimulo
social neutro en el grupo control ratifica el fuerte valor de incentivo que poseen

ambos estimulos para una hembra maternal y sexualmente motivada.

- Si bien la administracion de HAL no modificé el nimero de hembras que
prefieren a los reforzadores, la afectacion del tiempo de permanencia con las
crias, y no con el macho, en relacién a la hembra no-receptiva, sugiere que la
disminucién de la neurotransmision dopaminérgica tiene un impacto mayor en

la motivacion maternal que en la sexual.

- ElI menor efecto del HAL sobre la preferencia por los reforzadores (crias y
macho) al enfrentarse a un estimulo social neutro, en comparacion a lo
observado cuando ambos se enfrentan entre si (experimento I) indica que el

valor de incentivo de crias y macho es menor cuando ambos estan presentes.
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8. EXPERIMENTO Il EFECTO DE LA REDUCCION DE LA
NEUROTRANSMISION DOPAMINERGICA EN LA ELECCION ENTRE DOS
REFORZADORES -CRIAS Y MACHO- Y UN ESTIMULO SOCIAL NEUTRO

Si bien nuestro modelo de preferencia crias vs macho nos permite evaluar el
valor de incentivo relativo entre ambos reforzadores, no permite discernir el
valor de incentivo maternal y sexual de los mismos, de su valor social. En este
sentido, Agmo y cols. (2004) recomiendan utilizar un estimulo social neutro,
incentivo social, como opcién en aquellos modelos que evalian valor de
incentivo sexual de un estimulo, ya que el reforzador puede ser abordado por
obtener un encuentro social. Sobre esta base nos propusimos determinar si la
preferencia por crias y macho de las hembras bajo el efecto del HAL se
sostiene cuando ambos estimulos se enfrentan de forma simultdnea a un

estimulo social neutro.

Por otra parte, en base a los resultados obtenidos sugiriendo una mayor
afectacion del HAL sobre la motivacion maternal que la sexual, nos propusimos
determinar si este efecto se observa en la ejecucion de los comportamientos
maternal y sexual de estas hembras frente a las crias y al macho,

respectivamente.

8.1. Objetivos especificos lli

e Determinar el efecto de la administracion sistémica del antagonista
dopaminérgico HAL en la preferencia por crias frente a un macho y a

una hembra no-receptiva de hembras en EPP.

e Evaluar el efecto del HAL en la ejecucion de los comportamientos

maternal y sexual de estas hembras.
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8.2. Abordaje experimental

Se siguid el protocolo general del experimento | con la variacion de que el
tercer compartimiento neutro, contiene una hembra no-receptiva como estimulo
social neutro. Utilizamos un N=11 animales en cada grupo (0,00; 0,025 y 0,05
mg/kg HAL). Finalizada la preferencia se realizd una prueba de
comportamiento sexual de 15 min, seguida de una prueba de acarreo de 5 min

(detalladas en la seccion Pruebas comportamentales).

8.3. Resultados

8.3.1 Preferencia por crias vs. macho vs. hembra no-receptiva

La administracion de HAL a hembras en EPP disminuy6é el tiempo de
permanencia en el compartimento de las crias, sin modificar los tiempos en el
compartimiento del macho, o en el de la hembra no-receptiva (crias: H (2)
=12,21, p<0,05; macho: H (2, 33) = 0,95, p=0,62 y Hnr: H (2) = 1,66, p=0,43).

Como se esperaba, en el grupo salino el tiempo en el compartimiento de las
crias fue mayor al tiempo en los compartimientos del macho y de la hembra no-
receptiva (crias vs macho: Tq1= 10,0, p<0,05; crias vs Hnr: Tay= 0,0, p<0,01).
Esta diferencia de tiempo entre crias y macho se perdié a la dosis de 0,025
mg/kg (Tan= 31,0, p=NS), aunque el tiempo con ambos reforzadores fue mayor
gue con la hembra no-receptiva (cria vs Hnr: Tay= 11,0, p<0,05; macho vs Hnr:
Tan= 10,0, p<0,05). De forma interesante, a la dosis de 0,05 mg/kg de HAL no
observamos diferencias en el tiempo de permanencia entre los tres estimulos
(Fig. 12).
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Figura 12. Tiempo total en el compartimiento del macho (barras negras), de las crias
(barras grises) y de la hembra no receptiva (Hnr) (barras blancas) de hembras en EPP.
Los datos se expresan como medianas (RISQ). t: p<0,05 vs crias y f: p<0,05 vs
macho dentro de un grupo, prueba pareada de Wilcoxon. *: p<0,05 vs 0,00 mg/kg de
HAL entre grupos, prueba U de Mann-Whitney.

El efecto de este antagonista en la dosis maxima sobre el comportamiento de
las hembras se reflejo a su vez en un cambio en la preferencia de las hembras
en comparacion al grupo salino (X?= 9,73, p<0,05, tabla de contingencia),
observandose una reduccion del nimero de hembras que prefirieron a las crias

(p<0,01, prueba exacta de Fisher, Tabla 3).
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Tabla 3. Hembras en EPP que prefieren a crias, macho, hembra no-receptiva y no

prefieren.
Haloperidol (mg/kg)

Preferencia 0,00 0,025 0,05
macho 1/11 4/11 3/11
crias 8/11 3/11 1/11

hembra no
receptiva 0/11 1/11 2/11
no prefiere 2/11 3/11 5/11

Los datos se expresan como numero de hembras que eligen (crias, macho o hembra
no-receptiva) y que no eligen sobre el nimero total de hembras por grupo.

Como muestra la figura 13, acompafiando a lo observado en los tiempos de
permanencia, los esfuerzos por obtener a las crias decayeron con las dosis
0,025 y 0,05 mg/kg de HAL (crias: H (2) = 9,32 p<0,05; macho: H (2) = 1,13,
p=0,56; Hnr: H (2) = 0,81 p=0,66).
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Figura 13. Frecuencia de esfuerzos por obtener al macho (barras negras), a las crias
(barras grises) y a la hembra no receptiva (barras blancas) de hembras con HAL a las
dosis 0,00, 0,025 y 0,05 mg/kg. Los datos se expresan como medianas (RISQ). t:
p<0,05 vs macho, f: p<0,05 vs Hnr dentro de un grupo, prueba pareada de Wilcoxon y

*: p<0,05 vs 0,00 mg/kg de HAL entre grupos, prueba U de Mann-Whitney.
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El nimero de entradas totales a los compartimentos disminuyé con las
sucesivas dosis de HAL acompafando lo evidenciado en los tiempos de
permanencia (Tabla 4).

Tabla 4. Numero de entradas a los compartimientos de las crias, del macho y de la

hembra no-receptiva.

N° de HAL (mg/kg)
entradas 0,00 0,025 0,05
crias 12,0 (3,2) 7,0 (2,0)* 5,0(0,7)*
macho 10,0(2,2)t 6,0(1,2)* 4,0(1,0)*#
hembra no
receptiva

8,0(0,5*t 5,0(1,7)*t+ 4,0(1,0)*

Los datos se expresan como medianas (RSIC). t: p<0,05 vs. crias y }: p<0,05 vs
macho, prueba pareada de Wilcoxon y *: p<0,05 vs. salina, #: p<0,05 vs. 0,025 mg/kg
de HAL, prueba U de Mann-Whitney.

Como se evidencio en el experimento |, el nimero de cruces por los brazos fue
menor conforme aumento la dosis de HAL (Fig. 14A). Sin embargo, en el este
experimento, el tiempo que las hembras invirtieron en los estimulos

reforzadores (crias 0 macho) disminuy6 a su vez en la dosis maxima (Fig. 14B).
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Figura 14. Numero de cruces por los brazos del modelo (A) y tiempo en los
compartimiento de los estimulos reforzadores (tiempo en crias sumado al tiempo en
macho) (B) de las hembras inyectadas con 0,00, 0,025 y 0,05 mg/kg de HAL. Los
datos se expresan como medianas (RISQ). *: p<0,05 vs 0,00 mg/kg de HAL, prueba U
de Mann-Whitney.

8.3.2. Efecto del HAL sobre la ejecuciéon de las conductas sexual y

maternal

Comportamiento sexual

La receptividad sexual de las hembras reflejada por el cociente de lordosis se
mantuvo inalterado entre los grupos (H (2,31) = 1,24 p=0,53). De igual forma,
las latencias a desplegar conductas proceptivas (hops & darts o solicitudes) o a
realizar lordosis de las hembras, asi como las latencias a la monta y
eyaculacién del macho, no difirieron (Tabla 4). La administracién de HAL no
alter6 el nimero de hops & darts realizados por las hembras. Sin embargo
disminuy6 el despliegue de solicitudes a la dosis mas alta (Fig. 15A), mientras
que la duracion promedio de la lordosis aumentd de forma dosis dependiente
(Fig. 15B).

48



Tabla 4. Latencias al despliegue de conductas sexuales por parte de las hembras y

los machos.
Haloperidol (mg/kg)
Conducta 0,00 0,025 0,05
proceptivas 39 (25,8) 37 (20,6) 22 (13,8)

lordosis 40,6 (25,9)  38(20,1) 42,1 (65,4)
monta 40,4 (26) 48 (42,8) 41,8 (65,4)
eyaculacion 307 (79,34) 318 (82,7) 327 (276,4)

Los datos se expresan en segundos como medianas (RSIC), p=NS, andlisis de
varianzas de Kruskall Wallis.
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Figura 15. Frecuencia de solicitudes y hops & darts (H&D) (A) y duracién de la postura
de lordosis (B) de las hembras en EPP tratadas con 0,0, 0,025 y 0,05 mg/kg de HAL.

Los datos se expresan como medianas (RSIC). *: p<0,05 prueba U de Mann-Whitney.
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Prueba de acarreo de las crias

La administracion de HAL no alteré el nimero de acarreos realizado por las
hembras en EPP, sin embargo la dosis maxima de este farmaco aumento la
latencia al acarreo de la primera cria, asi como a la reunién de toda la camada
en el nido (Tabla 5).

Tabla 5. Latencias a la ejecucion de acarreos y frecuencia

Haloperidol (mg/kg)
Conducta 0,00 0,025 0,05
! . 1% acarreo 14 (8,7) 43 (97,7) 160,5 (97,7) *
atencias
RCM 110 (40,7) 217 (109,7) 300 (18,6) *
Frecuencia acarreos 7 (1) 5(3,5) 5(3,6)

RCM: reunién de la camada en el nido. Las latencias estdn expresadas en seg. Los
datos se expresan como medianas (RSIC). *: p<0,05 vs 0,00 mg/kg de HAL, prueba U
de Mann-Whitney.

8.4. Conclusiones

-Si bien los resultados referidos a la proporcién de hembras que prefieren no
son concluyentes, el mayor tiempo de permanencia con las crias y con el
macho respecto a la hembra no-receptiva tanto en el grupo control como en el
tratado con 0,025 mg/kg de HAL apoyan el mayor valor de incentivo de ambos
reforzadores respecto a un estimulo social, incluso bajo el efecto de este

antagonista dopaminérgico.

- La falta de preferencia entre los reforzadores y el estimulo social neutro a la
dosis maxima de HAL sugiere que una afectacion importante del sistema
dopaminérgico en un contexto social mas complejo podria reducir el valor de

incentivo relativo de estos estimulos o afectar la resolucién del modelo.
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- La mayor afectacion de las conductas maternales motivadas respecto a las
sexuales observada a la dosis maxima de HAL sugiere un mayor impacto de

este farmaco sobre la motivacion maternal que sobre la sexual.
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9.

DISCUSION

9.1. Principales resultados

La reduccion de la neurotransmision dopaminérgica disminuy6 la
preferencia por las crias frente al macho (dos dosis de HAL en el
experimento | y dosis baja de HAL en experimento Ill) indicando que la
actividad de este sistema de neurotransmision media la preferencia por

las crias frente al macho durante el EPP.

A su vez, el mayor impacto de este antagonista dopaminérgico sobre la
preferencia por las crias y el macho cuando ambos reforzadores se
enfrentan entre si que cuando un solo (crias 0 macho) se enfrenta a un
estimulo social neutro (experimentos | y Il), indica que en el contexto
del EPP el valor de incentivo relativo de las crias y del macho es menor

cuando ambos estan presentes.

Por otra parte, en un contexto social mas complejo como lo es el
modelo con 3 estimulos sociales, un afectacion mayor del sistema de
neurotransmision dopaminérgico no permite discernir entre el valor de
estos estimulos (experimento Ill); lo que podria deberse a una
disminucién del valor de incentivo relativo de estos estimulos o0 a una

incapacidad de resolucién del modelo.

La mayor afectacion de la preferencia por crias frente a un estimulo
neutro (experimento Il) y de la ejecucién de componentes activos del

comportamiento maternal que del sexual (experimento Ill) luego de la
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administracion de HAL, sugiere que la disminucion de la
neurotransmision dopaminérgica afecta en mayor medida a la

motivacion maternal que a la sexual.

9.2. Efecto del HAL en el valor de incentivo de las crias en relacién al del

macho

La reduccién de la preferencia por las crias frente al macho de las hembras en
EPP luego de la administracion de HAL, sugiere que la neurotransmision
dopaminérgica media la asignacion de un mayor valor de incentivo de las crias
en relacién al macho. Esto podria deberse a un rol mas relevante del sistema
de neurotransmision dopaminérgico en la regulacion de la expresion de la
motivacion maternal que de la sexual (Ellingsen & Agmo, 2004; Hansen, et al.,
1991a, 1991b). En este sentido, observamos que al enfrentar a los incentivos -
crias y macho- de forma independiente a un estimulo social sin valor de
reforzador (hembra no-receptiva), a diferencia de la eleccién por el macho, la
preferencia por las crias se vio alterada por la administracion de HAL. A su
vez, la dosis maxima de HAL tuvo un impacto mayor sobre los acarreos de las
crias (afectando las latencias de inicio y reunién de toda la camada) que sobre
el despliegue de conductas proceptivas hacia el macho (no se afecto la latencia
al despliegue de conductas proceptivas ni su frecuencia). Estos resultados
concuerdan con estudios previos que reportan que la administracion sistémica
de HAL afecta los componentes maternales motivados a dosis de 0,05 mg/kg
(M Pereira & Ferreira, 2006; Stern & Keer, 1999), mientras que dosis mayores

a 0,1 mg/kg son necesarias para alterar de forma notoria los componentes
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motivacionales del comportamiento sexual de las hembras (Ismail, et al., 2010).
En concordancia, se ha mostrado que lesiones con 6-OHDA del sistema
mesolimbico realizadas tanto en el ATV como en el estriado ventral (NAcc,
tubérculo olfatorio y el nucleo caudado ventromedial), afectan los componentes
activos del comportamiento maternal en mayor medida que los del sexual

(Hansen, 1994; Hansen, et al., 1991a, 1991b).

Si bien los resultados evidencian una mayor afectacion de la motivacion
maternal, no descartamos que la motivaciébn sexual se viera alterada por la
administracion de HAL. Diversos trabajos reportan que la DA esta implicada en
la expresion o regulacion de la motivacion sexual de la hembra (Afonso, et al.,
2009b; Becker, Rudick, & Jenkins, 2001; G Coria-Avila, et al., 2008; Graham &
Pfaus, 2012; Ismail, et al.,, 2010; Jenkins & Becker, 2003; Mermelstein &
Becker, 1995). En nuestro modelo en particular, estando las hembras en EPP
maternal y sexualmente motivadas, si la reduccibn de la transmision
dopaminérgica afectara Unicamente la motivacién maternal, esperariamos que
la disminucion del valor de incentivo de las crias habilitara la expresiéon de la
motivacion sexual, incrementando la preferencia por el macho. En este sentido,
demostramos que en situaciones experimentales en las cuales se afecta
selectivamente la motivacion maternal® las hembras en EPP enfrentadas a
crias vs macho prefirieren al macho. En nuestras condiciones experimentales,
si bien el tiempo de permanencia junto al macho tendi6 a aumentar, las

hembras no expresaron preferencia por los reforzadores, indicando que en

5 La afectacion selectiva de la motivacion maternal, a través de reducir el periodo de
interaccion entre las madres y las crias, cambia la preferencia de las hembras en EPP

maternales y sexualmente activas, por las crias hacia el macho (Marin et al, 2013; Abstract).
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alguna medida el valor de incentivo del macho también fue afectado por la
administracion de este antagonista dopaminérgico. En sintesis, a partir de los
resultados de esta tesis, asi como de trabajos previos se desprende que el
sistema dopaminérgico mediaria la asignacion de valor de incentivo tanto de
las crias como del macho, si bien su importancia es mayor para la expresion de

la motivacion maternal que de la sexual.

Por otra parte, también es posible que el efecto del HAL sobre la preferencia
por las crias se deba, no a un efecto mayor sobre la motivacion maternal per
se, sino a que en este modelo la eleccion de las crias requiera mayor esfuerzo.
En este sentido, la expresion de la motivacion hacia estos estimulos, asi como
el vinculo que se establece entre ellos (madre-crias y hembra-macho) es
diferente. En el caso de las crias, las madres buscan activamente no solo su
cercania, sino también el contacto fisico (Kinsley & Bridges, 1990; Rosenblatt,
1969, 1975). Los componentes mas activos del comportamiento maternal que
han sido considerados como componentes fuertemente motivados (como los
acarreos y lamidos), requieren de la interaccion directa con las crias (Numan &
Insel, 2003; Stern, 1996). Mientras que en el caso de la motivacion sexual, Si
bien la hembra busca activamente la cercania con el macho (Agmo, 1999;
McClintock & Anisko, 1982; Pfaus, et al., 1999) y realiza una serie de
despliegues comportamentales de acercamiento y alejamiento del mismo que
lo incitan a la monta (Beach, 1976; Graham & Pfaus, 2010), los aspectos
activos, considerados los componentes mas motivados del comportamiento
sexual de la hembra, no requieren contacto fisico directo con el macho. Asi, en
el contexto particular de nuestro modelo sin acceso a los reforzadores y dadas

las caracteristicas de la expresion de los comportamientos maternal y sexual, el
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intentar obtener a las crias podria implicar mayor esfuerzo que intentar obtener
al macho: contacto fisico vs cercania. De hecho, las hembras en EPP realizan
mas intentos por acceder a las crias que por acceder al macho, y éstos se ven
afectados por la administracion de HAL. Por lo que cabe la posibilidad que el
HAL reduzca la preferencia por las crias porque la disminucion de la actividad
dopaminérgica posee un impacto mayor sobre aquellas conductas que
requieren mayor esfuerzo (Farrar, et al.,, 2010; Nunes, Randall, Podurgiel,
Correa, & Salamone, 2013; Salamone & Correa, 2002, 2012; Salamone, et al.,
1994). Para probar esta hipotesis se requiere emplear modelos especificos con
acceso fisico a ambos estimulos en los cuales el esfuerzo por la obtencion de
ambos reforzadores sea diferente (SB Floresco, Onge, Ghods-Sharifi, &

Winstanley, 2008; Salamone & Correa, 2012).

Por otra parte, el mayor impacto de este antagonista dopaminérgico sobre la
preferencia por las crias y el macho cuando ambos se enfrentan entre si
(experimento 1) que cuando un solo, crias 0 macho, se enfrenta a un estimulo
social neutro (experimento Il), indica que en el contexto del EPP el valor de
incentivo de las crias y del macho es menor cuando ambos estan presentes.
En otras palabras, el valor de incentivo de estos reforzadores no es absoluto, y
se reduce cuando ambas motivaciones —maternal y sexual- compiten. De forma
similar, utilizando un modelo de preferencia por lugar condicionado (conditioned
place preference, CPP) Pereira & Morrell (M Pereira & Morrell, 2010) reportan
que hembras lactantes enfrentadas a la eleccion entre ambientes asociados a
dos reforzadores —crias y cocaina- no muestran preferencia clara por uno de
estos ambientes, sin embargo prefieren el compartimiento asociado a las crias

y el asociado a la cocaina cuando éstos se enfrentan a un estimulo neutro.
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Estos estudios junto a los resultados de esta tesis sefialan que, en presencia
de mas de un estimulo reforzador, el valor de incentivo de uno es afectado por

el del otro.

9.3. Posibles mecanismos de accion de HAL asociados al efecto de este

farmaco en la preferencia por crias respecto a un macho.

Los efectos observados de la administracion sistémica de este antagonista
dopaminérgico sobre las motivaciones maternal y sexual de las hembras en
EPP podrian deberse al efecto de este farmaco sobre el sistema
dopaminérgico mesolimbico descrito previamente. Sin embargo, este efecto
podria estar asociado a su vez, a la accion en otros circuitos dopaminérgicos
vinculados a motivaciones sociales. En este sentido, la inervacion
dopaminérgica del sistema incerto-hipotalamico® al APOM ha sido
recientemente implicada en la regulacion tanto de la motivacion maternal
(Stolzenberg & Numan, 2011) como de la sexual (Graham & Pfaus, 2010,
2012). Particularmente, se ha propuesto que las proyecciones desde el APOM
hacia ATV y de éste al NAcc, representarian el nexo entre ambos sistemas
(Geisler & Zahm, 2005; Mogenson, Jones, & Yim, 1980; Simerly & Swanson,
1988), habilitando la expresion de respuestas motivadas especificas hacia
incentivos particulares —como crias o un macho- (G. Coria-Avila & Pfaus, 2007;

Numan, 2006; Numan, et al., 2005a; Stolzenberg & Numan, 2011).

6 El sistema dopaminérgico incerto-hipotalamico se compone de neuronas dopaminérgicas
gue unen la regidn dorsoposterior a la region dorsoanterior del hipotalamo (donde se encuentra

el APOM) y al nlcleo lateral septal (Lookingland & Moore, 1984).
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Es asi que el APOM de la rata hembra expresa ambos tipos de receptores
dopaminérgicos D1 y D2 (Bakowska & Morrell, 1995) y la actividad
dopaminérgica en la misma varia en funcion de su estado reproductivo
(Lonstein, Dominguez, Putman, De Vries, & Hull, 2003; Olazabal, et al., 2004).
El bloquear o estimular la actividad de estos receptores tiene un claro efecto
sobre los componentes maternales activos, implicando principalmente a los
receptores D1 en su control (Miller & Lonstein, 2005; Numan et al., 2005b). En
estudios recientes se ha sugerido que el control de los aspectos motivados de
la conducta sexual como las solicitudes, también estarian controlados por los
receptores dopaminérgicos del APOM, principalmente por los D1, a través de
mecanismos dependientes de la accion de la progesterona en esta area
(Graham & Pfaus, 2010, 2012). El hecho de que las mismas dosis de
antagonsitas de los receptores D1 en esta region tengan efectos similares en el
comportamiento maternal y sexual (Graham & Pfaus, 2012; Numan et al.,
2005b), sugiere que la DA en el APOM regula de forma similar ambas

conductas.

En cambio la deplecion de DA en NAcc afecta més a la expresion de la
conducta maternal que a la sexual (Hansen, et al., 1991a), sugiriendo que la
accion de la DA en el NAcc es mas importante para la expresion de la
motivacion maternal que para la expresion de la sexual. En este sentido,
Numan y colaboradores (2005b) reportan que el efecto de antagonizar la
neurotransmision dopaminérgica sobre los componentes activos del
comportamiento maternal es mayor cuando se realiza en NAcc que en APOM.
En el NAcc ambos tipos de receptores D1 y D2 han sido implicados en el

control de los aspectos motivados activos de la conducta maternal (Numan, et
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al., 2005b; M Pereira, et al., 2011), sin embargo no hay hasta el momento
estudios que exploren la implicancia de estos receptores en el nucleo en los
aspectos motivados del comportamiento sexual. A su vez los esteroides
ovaricos regulan la expresion de los receptores dopaminérgicos (Graham &
Pfaus, 2012; Stolzenberg & Numan, 2011) y se desconoce la expresion de los
mismos bajo el perfil hormonal particular del EPP, lo cual dificulta especular
sobre su implicancia especifica en la eleccion por ambos reforzadores en este

periodo particular del ciclo de vida de las hembras.

Seria interesante en futuros experimentos profundizar sobre la implicancia de la
activacion de ambos tipos de receptores, en particular en el NAcc, en la
regulacion de la expresion de las motivaciones maternal y sexual asi como su

interaccion durante el EPP.

9.4. Efecto del HAL en la preferencia por ambos reforzadores en presencia

de un estimulo social neutro

La inclusion de un tercer estimulo sin valor de recompensa en el modelo de
preferencia crias vs macho, permitié ratificar que, para las hembras maternal y
sexualmente motivadas, ambos reforzadores —crias y macho- poseen un mayor
valor de incentivo que la hembra no-receptiva. De acuerdo a lo esperado, luego
de la administracion de la dosis mas baja de HAL, a pesar de reducirse la
eleccion por las crias, la preferencia por los reforzadores —crias y macho- frente
a la hembra no-receptiva se mantuvo, indicando que si bien este antagonista
reduce el valor de incentivo maternal y sexual de estos estimulos, ambas

motivaciones prevalecen.
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La pérdida de preferencia por ambos reforzadores respecto a la hembra no-
receptiva con la dosis alta de este antagonista dopaminérgico podria asociarse
a una disminucion del valor de incentivo relativo de estos tres estimulos. Sin
embargo, esta idea contrasta con el hecho de que la misma dosis no eliminé la
preferencia por las crias (si bien la afectd) o por el macho cuando éstos se
enfrentaron a la hembra no-receptiva de forma independiente. En conjunto,
estos resultados sugieren que la pérdida de preferencia en el modelo con tres
estimulos de eleccion bajo una afectacién dopaminérgica alta podria asociarse
a la mayor complejidad del mismo al incluirse un tercer estimulo con valor

social al que la hembra también explora activamente.

La eleccion y respuesta de la hembra ante las crias y el macho no solo
depende de su valor de incentivo, sino de otros procesos, incluyendo procesos
atencionales. En este sentido, la pérdida de preferencia por los reforzadores
luego de la administracion del HAL en su dosis maxima podria relacionarse al
rol de la DA mesocortical’ en la regulaciéon de procesos atencionales. La DA
actuando en la CPFm ha sido implicada en procesos cognitivos, principalmente
con altos requerimientos como por ejemplo en los que requieren cambio
atencional (Dalley, Cardinal, & Robbins, 2004). Estudios anatémicos recientes,
muestran que las neuronas piramidales de la CPFm (incluyendo células que
reciben aferencias del hipocampo), envian proyecciones glutamatérgicas

exitatorias hacia neuronas dopaminérgicas en VTA, que de hecho conectan de

7 El sistema dopaminérgico mesocortical se compone de neuronas dopaminérgicas que
proyectan desde el ATV hacia areas corticales como la CPFm. También se considera como
sistema mesocorticolimbico, a estas proyecciones junto a las neuronas dopaminérgicas que se

extienden desde el ATV hasta estructuras limbicas como el NAcc (Bjoérklund & Dunnett, 2007).
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forma reciproca con la CPFm (Carr & Sesack, 2000). De igual forma,
conexiones reciprocas similares se han observado entre la CPFm y el NAcc

(Sesack & Pickel, 1992).

Ambos tipos de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) se expresan en la CPFm,
(Gaspar, Bloch, & Le Moine, 1995) y antagonizar la actividad de los mismos,
afecta la resolucién exitosa de pruebas que evallan la memoria basada en
trabajo, el cambio atencional y la flexibilidad comportamental (Stan Floresco,
Magyar, Ghods-Sharifi, Vexelman, & Tse, 2006; Phillips, et al., 2008; Winter,
Dieckmann, & Schwabe, 2009). Ademas lesiones en CPFm, particularmente en
la corteza anterior cingulada, asi como antagonizar la accion del receptor D1 en
esta area, también reducen la preferencia por la opcién de mayor esfuerzo y
recompensa evaluada en el laberinto en T (Schweimer & Hauber, 2006;
Schweimer, Saft, & Hauber, 2005), al igual que la administracion sistémica de
HAL o lesiones en NAcc (Salamone, et al.,, 1994). Sobre la base de esta
evidencia es posible especular que al administrar HAL, disminuya la capacidad
de atencién de las hembras, y este efecto sumado a la reduccion del valor de
incentivo de las crias y del macho dificulte su capacidad de elegir por ambos
reforzadores en una situacion compleja como la que representa el modelo con

tres estimulos.

9.5. Posibles implicancias del efecto motor del HAL en la preferencia

Si bien observamos una reduccion de la actividad locomotora, consecuencia de
la accion del farmaco sobre circuitos motores (Collins et al., 2010; Koob, Stinus,

& Le Moal, 1981), no consideramos que ésta enmascare el efecto motivacional
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de esta manipulacion farmacoldgica en la preferencia, ya que las hembras no
se vieron impedidas de recorrer la totalidad del modelo visitando los tres
compartimientos varias veces a lo largo de toda la prueba, y de preferir los
estimulos reforzadores, explorando los tres compartimientos durante la misma

cantidad de tiempo.

Escapar a los efectos motores de las alteraciones dopaminérgicas no es
sencillo. Asi, manipulaciones locales en NAcc que tratan de evitar la afectacion
de la via dopaminérgica nigroestriatal® que ha sido la via principalmente
implicada en el control motor, afectan también de forma importante la
exploracion y la actividad ambulatoria (Baldo, Sadeghian, Basso, & Kelley,
2002; Cousins, Atherton, Turner, & Salamone, 1996; Guarraci & Clark, 2003;
Salamone, 1992). En este sentido, debido a que la expresion de los aspectos
activacionales de una motivacion implica la realizacién de un acto motor, existe
un considerable grado de superposicion entre ambos (Salamone & Correa,
2012), si bien se ha sugerido que son procesos diferentes (K. Berridge &
Robinson, 1998; Salamone & Correa, 2002; Salamone, Wisniecki, Carlson, &
Correa, 2001; Sokolowski, Conlan, & Salamone, 1998). No obstante, en
nuestro caso, aungue la locomocion disminuya con la administracion de HAL,
este efecto no parece ocultar los aspectos motivacionales que se reflejan en la
inversibn de mas tiempo junto a los estimulos reforzadores y en el mayor
namero de visitas a éstos que al compartimiento vacio o a la hembra no-

receptiva (estimulo social neutro). En proximos estudios serd necesaria la

8 El sistema dopaminérgico nigroestriado tiene su origen en cuerpos neuronales que se
encuentran en la sustancia nigra dorsal y ventral y sus axones proyectan hacia el cuerpo

estriado (Bjorklund & Dunnett, 2007).
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manipulacion local a nivel del NAcc u otras areas de interés para reducir este

impacto motor y provocar el efecto motivacional con mayor precision.
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10. CONCLUSIONES

Si bien los comportamientos maternal y sexual son conductas motivadas que
poseen caracteristicas y circuitos neuronales de control comunes (G Coria-
Avila, et al., 2014; Goodson, 2005; Newman, 1999; Stolzenberg & Numan,
2011), presentan diferencias en su regulacion y expresion. Los resultados de
esta tesis evidencian esas diferencias en los mecanismos de regulacion en una
situacion en la cual las hembras estan simultaneamente maternal y
sexualmente motivadas, sugiriendo un papel mas relevante de la
neurotransmision dopaminérgica en el control de la motivacion maternal que de

la sexual, al menos, en una situacion de eleccién.

A su vez, las diferencias en el efecto del HAL en la preferencia por crias vs
macho en dos situaciones diferentes (presencia o ausencia de estimulo social
neutro) destacan la importancia del contexto social al analizar comportamientos
motivados que implican toma de decisidn, y enfatizan la cautela que se debe
tener a la hora de generalizar resultados obtenidos en modelos particulares.
Asi, la inclusion del tercer estimulo social sin valor de incentivo especifico en el
modelo ratifica el fuerte valor de incentivo que poseen las crias y el macho para
una hembra en EPP, pero a su vez, genera nuevas interrogantes sobre otros
mecanismos que podrian estar regulando la interaccibn motivacional y la

consecuente eleccién en este contexto.

En suma, este abordaje nos permitié determinar algunos factores implicados en
la eleccion de la hembra frente a dos estimulos de gran relevancia biolégica
como lo son las crias y el macho en un momento en el cual ambas

motivaciones se expresan. A su vez, pudimos evidenciar como el valor de
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incentivo de un estimulo es afectado por la presencia de otro y esta
interrelacion es influenciada por el contexto. Finalmente los resultados de esta
tesis habilitan el planteo de nuevas interrogantes que nos permitiran seguir

buscando respuestas en esta linea.

65



11. PERSPECTIVAS

Este trabajo constituye el primer acercamiento a entender los mecanismos
neurales que subyacen a la relacion de la co-expresion de las motivaciones
maternal y sexual y su vinculo con el contexto. A partir de los resultados

obtenidos, nos planteamos las siguientes perspectivas de trabajo:

e Determinar si la pérdida de preferencia por las crias frente al macho en
este modelo luego de reducir la neurotransmision dopaminérgica se
debe a que: 1. la DA tiene un rol mas preponderante en el control de la
motivacion maternal que de la sexual, o 2. la expresion de la motivacion
maternal implica mayor esfuerzo que la sexual. Con este fin,
pretendemos comparar el efecto de antagonizar la neurotransmision
dopaminérgica en ambas motivaciones, evaluando los efectos de
manipular el acceso, y la dificultad de acceso a los estimulos crias y

macho en una prueba de preferencia.

e Profundizar en los mecanismos a través de los cuéles el HAL afecta la
preferencia de hembras en EPP por las crias a través de evaluar el
efecto de la administracion de antagonistas selectivos de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 en las principales areas implicadas en el
control de estas motivaciones (en particular en el NAcc) en el
comportamiento de las hembras en el modelo de preferencia crias vs

macho.
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