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ABSTRACT

The phenomenon of social hierarchy and dominance has been extensively studied throughout
history due to its implications within animal societies, such as access to resources, reproductive
success or reduction of conflict in societies. However, the neurobiological mechanisms behind
this process are still not well defined. In this research, we have focused on two aspects potentially
involved in the establishment and maintenance of social hierarchy in mice, the mouse urine and
the role of the paraventricular nucleus, the prefrontal cortex and the piriform cortex in social
hierarchy.

Urine is an important source of chemosensory signals that provide information about social status,
reproductive status or familiarity between animals. In the case of pheromones present in mouse
urine, it is known that the urine of dominant mice has a higher concentration of major urinary
proteins, notably MUP20, with numerous biological effects, such as reproduction, social learning
or behaviours related to aggressiveness and competitiveness. The results are promising in terms
of the role of urine in the competitive interactions of subordinate animals without previous

cohabitation or familiarity with each other.

As for the brain regions involved in the phenomenon of social hierarchy, numerous studies have
sought to identify these regions. In this work, we studied three of these regions, in particular, the
paraventricular nucleus, the prefrontal cortex and the piriform cortex, all of which are implicated
in some way in social dominance in mice. Different cell populations in these regions were
quantified trying to find differences between mice according to their social rank and exposure to
urine, to confirm the involvement of these regions in the social hierarchy. However, the results

obtained showed no clear differences in the cell populations of these regions between mice.

Key words: Social hierarchy, pheromones, urine, MUPs, paraventricular nucleus, prefrontal

cortex, piriform cortex.



CAPITULO 1: INTRODUCCION Y OBJETIVOS
1.1 Jerarquia social y dominancia
1.1.1 Concepto de jerarquia social

La jerarquia social es un fenémeno ampliamente extendido entre los animales sociales, que
abarca desde insectos y peces, hasta roedores y primates. El orden jerarquico determina qué
individuo tiene acceso prioritario a los recursos naturales, tales como el alimento o el agua, a

la reproduccion o a lugares de descanso (Wang et al., 2014).

El término de “jerarquia social” fue descrito por primera vez por Thorleif Schjelderup-Ebbe
en 1922, al observar el orden jerarquico establecido por las gallinas a la hora de acceder al
alimento. Las gallinas tenian establecido un rango social que determinaba el orden de acceso
a los recursos. Este orden jerarquico se establecid por medio de confrontaciones fisicas
durante la fase inicial de convivencia, clasificandolas en dominantes y subordinadas,
permitiendo asi a las dominantes un acceso prioritario al alimento. Asi, Schjelderup-Ebbe
propuso que la estructura jerarquica en animales permitia una reduccién de los conflictos y

lesiones, un ahorro de energia y promovia la estabilidad social.

Para la instauracién de un orden jerarquico en un grupo social es necesario el establecimiento
de una relacién dominante-subordinado entre los individuos del grupo. Para la clasificacion
de los miembros del grupo en dominantes o subordinados, se llevan a cabo peleas fisicas,
exhibiciones visuales de fuerza u otros comportamientos que muestren una superioridad fisica
frente al resto (Bruce T. Lahn., 2020). El reconocimiento social es fundamental para el
establecimiento de relaciones sociales, y en concreto, para el establecimiento de rangos de
dominancia que determinen la jerarquia social. Para los animales, como los ratones, el
reconocimiento de otros miembros es critico para mantener la jerarquia social (Kaidanovich-
Beilin et al., 2011).

La jerarquia social es una estructura organizativa de grupos animales caracterizada por ser
generalmente estable, Sin embargo, el estatus social de un animal puede cambiar (Nelson et
al., 2019), subrayando asi, la importancia de los mecanismos que se encuentran detras de

estos eventos.
1.1.2 Caracteristicas de la jerarquia social

Los ratones salvajes no adoptan un orden jerarquico en la naturaleza. Por ello, se crea una
jerarquia social artificial en el laboratorio, al forzar la convivencia entre ratones en una misma
jaula. Para evaluar la jerarquia social y las relaciones dominante-subordinado entre ratones

en el laboratorio, se tienen en cuenta cuatro criterios (Figura 1) (Wang et al., 2011):



En primer lugar, se tiene en cuenta la transitividad. Una jerarquia es transitiva cuando se
establece que, al ser un ratén A dominante sobre un ratén B, y el raton B dominante sobre C,
entonces el ratén A es dominante frente a C. Esta relacién de transitividad se cumple en el

95% de los casos.

De forma muy relacionada a la transitividad, se encuentra la linealidad. Definimos linealidad
como el orden o nivel de estructuracion de una jerarquia. La mayoria de las jerarquias
establecidas entre 4 ratones adoptan una estructura lineal, donde el ratén A domina sobre B,
C y D, un segundo animal B, domina sobre C y D, pero no sobre A, un tercer animal C, que
domina sobre D, pero no sobre Ay B, y asi sucesivamente.

En tercer lugar, hay que definir la estabilidad en el tiempo de una jerarquia como aquella
gue no se ve alterada con el paso del tiempo manteniendo constante el rango social de los
individuos.

Por ultimo, al ser evaluada la jerarquia social en ratones mediante el test del tubo, se tiene en
cuenta la coherencia con otras pruebas que testan el rango social de los ratones y se
comprueba que los resultados concuerden entre las distintas pruebas (Wang et al., 2011).
Entre estas pruebas alternativas se encuentran el sistema de madrigueras visibles, la prueba
de comportamiento agonista o el ensayo del barbero.
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Figura 1. Criterios relacionados con jerarquia social (Wang et al., 2011). Figura 1A. Esquema de una
relacion transitiva y no transitiva. Figura 1B. Esquema de una relacidn lineal y no lineal. Non-L: no lineal.
Figura 1C. Ejemplo de una jerarquia estable en el tiempo evaluada durante 6 dias mediante el test del tubo.
En el eje X se representan los dias de realizacion del test (6 dias), mientras que en el eje Y se representan

las victorias ganadas de cada individuo en cada uno de los dias de enfrentamientos.
1.1.3 Test del tubo para el estudio de la jerarquia social en ratones

Para evaluar el orden jerarquico de ratones en laboratorio es utilizado ampliamente el test del
tubo. Este test es el método empleado en los experimentos de este estudio para establecer la

jerarquia social entre ratones.

La prueba consiste en la entrada simultanea de dos ratones en un tubo por los extremos
opuestos. Este tubo tiene un didmetro que solo permite el avance de un ratdn a traves de él,

por lo que, al encontrarse los dos ratones en el centro del tubo, un ratén avanza y el otro
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retrocede (Figura 2). El raton que ha avanzado se le considera el ganador o dominante, frente
al ratdn que ha retrocedido que se le considera el perdedor o subordinado. Este test se realiza
varias veces hasta establecer un orden jerarquico estable al enfrentar a todos los ratones de
una misma jaula entre si durante varios dias (Fan et al., 2019). Segn el nimero de victorias
de los ratones en el test del tubo, se iran clasificando en dominantes, intermedios o

subordinados.

Este test es una herramienta conductual para evaluar la tendencia de dominancia entre ratones
sin causarles estrés ni lesiones al tratarse de un conflicto social no violento. Se evalua la
dominancia como una interaccion de territorialidad, donde los ratones dominantes o
ganadores muestran un mayor empuje y los ratones subordinados o perdedores muestran
menos resistencia a ser empujados. Esta prueba ha demostrado una buena transitividad y
estabilidad en el tiempo (Wang et al.,2011).

~ [Interacci(’)n en el centrol lGanador] [Perdedor l
C:= 0—0 © 0—0 & &

Figura 2. Test del tubo para establecer la jerarquia social en ratones.

et

1.2 Memoria social

La memoria social es un proceso crucial para mantener la estructura y estabilidad de las
relaciones sociales que definen a las sociedades (Kogan et al., 2000). La memoria social
engloba diferentes procesos cognitivos y conductuales, como la capacidad de reconocer a un
individuo (reconocimiento social) o la capacidad de aprender de otros (aprendizaje social)
(van der Kooij y Sandi, 2012).

La memoria social en animales es esencial para el establecimiento de una jerarquia social, el
reconocimiento de la pareja y la descendencia, la defensa territorial o el reconocimiento entre
especies (Tzakis y Holahan, 2019). La memoria social es un proceso comin en multitud de
mamiferos, sin embargo, existen diferentes factores que la condicionan, como la especie, el
sexo, la edad o el estado emocional en el momento de la investigacion (van der Kooij y Sandi,
2012).

Para el establecimiento de la jerarquia social es necesario que los animales posean unos
mecanismos cognitivos que incluyan el reconocimiento y memoria social, el aprendizaje de
normas sociales o la deteccion del incumplimiento de estas normas (Cummins, 2000). Asi, la
memoria permite construir modelos de pensamiento para guiar actos y comportamientos
futuros (Spreng, 2013).



La cognicion social juega un papel fundamental en el establecimiento de la jerarquia social
en animales. Definimos cognicidn social como un proceso neurobioldgico presente tanto en
humanos como en animales, que permite interpretar los signos sociales entre individuos de la

misma especie y responder a ellos con una conducta adecuada (Butman, 2001).

El raton es una especie ampliamente usada en estudios tanto conductuales como
neurobiol6gicos sobre memoria y comportamiento social. La memoria social y capacidad
cognitiva que les caracteriza les permite reconocer individuos de su misma especie, a su
descendenciay pareja, asi como a individuos de otras especies. La memoria y reconocimiento
social en ratones es fundamental para mantener el orden jerarquico, asi como para guiar su

comportamiento ante diferentes estimulos sociales.

Existen numerosas regiones cerebrales implicadas en el comportamiento y memoria social,
como el hipocampo, la corteza o la amigdala, entre otras (Blazquez et al., 2019; Butman,
2001).

1.2.1 Regiones cerebrales implicadas en jerarquia y memoria social

Numerosos estudios han tratado de identificar las regiones cerebrales que se activan durante
la formacién de la estructura jerarquica social, estrechamente vinculada con la memoria

social, como hemos descrito anteriormente.

La mayoria de informacion relacionada con jerarquia y dominancia social es procesada por
la corteza prefrontal (PFC del inglés Prefrontal Cortex). La corteza prefrontal es el principal
centro de control conductual ejecutivo y esta implicado en el reconocimiento social y del
estatus social, la memoria social o el cumplimiento de normas sociales, entre otros. En
roedores, PFC se divide en la parte dorsal, que incluye el cortex cingulado y la corteza
prelimbica, y en la parte ventral, a la que pertenece la corteza infralimbica. Lesiones en
diferentes regiones de PFC se han relacionado con alteraciones en la conducta social y orden
jerarquico. En roedores, lesiones en el cortex cingulado causaron una reduccién de la

memoria social y un menor interés por otros roedores (Wang et al., 2014).

Otro centro importante que se encarga de procesar informacion relacionada con el estatus
social es laamigdala. La amigdala se encarga de procesar estimulos socioemocionales como
las expresiones faciales y conecta de forma directa y reciproca con PFC a través del nucleo
basolateral de la amigdala. También, existe una conexion reciproca entre el PFC vy el
hipotalamo, implicado asi en la regulacion del comportamiento competitivo y de dominancia
social (Wang et al., 2014).

Muchos estudios sobre neuroquimica de la memoria social se han centrado en los

“neuropéptidos sociales”, sefialando a la oxitocina (OT) y la arginina vasopresina (AVP)
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1.3

como los principales neuropéptidos implicados en memoria social. Tanto OT como AVP se
producen principalmente en el nucleo paraventricular (PVN del inglés Paraventricular
Nucleus) y en el ndcleo supradptico del hipotalamo, asi como en otros sitios extra-
hipotalamicos. Numerosos estudios han sefialado la implicacién de estos neurotransmisores

en el comportamiento social de los roedores (van der Kooij y Sandi, 2012).

El hipocampo es una estructura necesaria para el procesamiento de recuerdos sociales y juega
un papel esencial en memoria social, pero también en memoria emocional y espacial. El
hipocampo estéa organizado en el giro dentado y en Cornu Ammonis subdividido en tres areas:
CAl, CA2 y CAS3. Estas areas se han convertido en el foco de numerosas investigaciones
relacionadas con codificacion y recuperacion de la memoria. Recientemente, se ha definido a
CA2 como una region altamente implicada en procesos cognitivos, con una gran participacion

en el reconocimiento social (Tzakis y Holahan, 2019).

La corteza piriforme se ha identificado como una regién cerebral también involucrada en el
reconocimiento social (van der Kooij y Sandi, 2012). En estudios anteriores, al exponer a un
raton macho a una hembra o a un ratén mas joven (Richter et al., 2005), estos mostraron una
activacién de cFos en numerosas regiones cerebrales, incluyendo la corteza piriforme,
confirmando asi, laimplicacion de esta region en el reconocimiento social. Ademas, la corteza

piriforme participa en la percepcion y discriminacion de los olores.
Memoria olfativa

Los olores son estimulos poderosos que pueden evocar estados emocionales y apoyar el
aprendizaje y la memoria. De hecho, el olfato esta involucrado de manera crucial en los
comportamientos esenciales para la supervivencia del individuo y la especie, incluida la
identificacion de depredadores, el reconocimiento de individuos para la procreacion o la
jerarquia social, la ubicacién de la comida o el apego entre parejas de apareamiento. Esta
amplia funcion de los olores parece muy conservada en todas las especies (Sullivan et al.,
2015).

1.3.1 Regiones cerebrales implicadas en percepcion y memoria olfativa

Algunos mamiferos, entre ellos los roedores, poseen tanto un bulbo olfatorio principal como
un 6rgano vomeronasal (VNO del inglés Vomeronasal Organ). Estos érganos proporcionan
funciones sensoriales similares pero separadas. El bulbo olfatorio principal detecta olores en
el aire, mientras que el VNO detecta olores en fase fluida, como las feromonas (Bind et
al.,2011).

La corteza olfatoria recibe informacion directa del bulbo olfatorio principal, asociado con

la deteccidn de olores en el aire. La mayoria de las areas de la corteza olfatoria a su vez
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retroalimentan al bulbo olfatorio. La corteza piriforme forma parte de la corteza olfatoria y
participa en la discriminacion méas bésica de los olores. Las neuronas corticales piriformes
responden a olores especificos y apoyan el aprendizaje perceptivo, es decir, no solo pueden
responder de manera diferencial a la calidad del olor, sino que también pueden responder de

manera diferente al significado aprendido del olor (Wilson et al.,2014).

La deteccion de olores en fase fluida, entre ellos, las feromonas y las proteinas urinarias
mayores, esta mediada por el rgano vomeronasal y posteriormente por el sistema olfativo
accesorio. Las sefiales del VNO viajan al bulbo olfatorio accesorio y luego a la amigdala.
Desde aqui, la informacidn se envia al hipotalamo, lo que produce cambios en la sefializacion
endocrina (Bind et al.,2011). Para la deteccion especifica de compuestos no voléatiles, como
es el caso de las proteinas urinarias mayores, se requiere un contacto nasal directo con estos

componentes.
1.4 Papel de la orina en conducta social

En los ratones, la informacién sobre el contexto social y la identidad del individuo a menudo
se transmite a través de sefiales quimiosensoriales presentes en la orina. Estas sefiales
presentes en la orina pueden transmitir informacion relacionada con el estatus social, la
condicion reproductiva o la familiaridad, permitiendo asi guiar el comportamiento y
responder ante dichas sefiales (Lee et al., 2021). La orina constituye una de las fuentes de
feromonas maés rica y estudiada. La orina de los ratones macho contiene numerosas sefiales
guimiosensoriales destacando la presencia de feromonas como ESP1, cuya funcion es mejorar

la receptividad sexual femenina, o las proteinas urinarias mayores (Haga et al., 2010).
1.41 Feromonas

Las feromonas son sefiales quimicas especificas de una especie que provocan una respuesta
en otro individuo de la misma especie. Estos compuestos organicos son secretados de forma
natural por los seres vivos y pueden ser tanto volatiles como no volatiles. Las feromonas
principalmente se transmiten a través de olores en fase fluida que posteriormente se dispersan
por el ambiente, como por ejemplo a través de la orina o el sudor. Como hemos mencionado
anteriormente, son detectadas por el VNO. Las feromonas estan involucradas en una amplia
variedad de comportamientos, como la seleccion de la pareja, el marcaje del territorio, la
defensa contra la depredacion, la agresividad y otros comportamientos sociales que indican
el estatus social (Bind et al., 2011). Por ejemplo, en roedores, se ha visto que las feromonas
masculinas pueden inducir la maduracién sexual o el bloqueo del embarazo en las hembras
(Wang et al., 2011).



1.4.2 Proteinas urinarias mayores

Las proteinas urinarias mayores (MUP del inglés Mayor Urine Proteins) son feromonas
masculinas presentes en orina de ratdn y el componente no volatil mayoritario de la orina.
Los machos dominantes muestran niveles mas altos de MUP, especialmente de MUP20
(denominada darcina), en comparacién con los machos subordinados, considerando asi a las
MUP y, en concreto a MUP20, como feromonas de dominancia potencial debido a su relacion
con el estatus social en ratones (Guo et al., 2015).

Las MUP son proteinas pertenecientes al grupo de las lipocalinas con un peso molecular de
18-20 kD. Se expresan en el higado de forma dependiente a los andrégenos y son excretadas

en la orina. Estan codificadas por 21 genes localizados en el cromosoma 4 (Guo et al., 2015).

Los machos dominantes utilizan MUP vy, en conceto, MUP20, para marcar su territorio y
sefialar el dominio a otros machos, asi como para atraer a las hembras. Por lo tanto, la
capacidad de distinguir entre la orina de un ratén dominante y uno subordinado tiene un alto
valor adaptativo en el contexto de la jerarquia social (Lee et al., 2021). Ratones hembra han
demostrado una activacion mas robusta en la via olfatoria accesoria ante la exposicion de
orina dominante frente a orina de subordinado, concluyendo que existen diferencias entre las
feromonas de un raton dominante frente a uno subordinado, como en la concentracion de las
MUP (Wang et al., 2011; Veyrac et al.,2011). Por tanto, fendmenos sociales como la seleccion
de la pareja por parte de las hembras se pueden ver influenciados por las feromonas y los

componentes presentes en la orina.
1.5 Poblaciones celulares relacionadas con memoria social y olfativa

En este trabajo, se cuantificaron una serie de poblaciones celulares localizadas en diferentes
regiones cerebrales, los cuales pueden estar involucradas en la formacién de la estructura
jerarquica, o pueden activarse ante una interaccion competitiva, ante la deteccion de
feromonas o ante diferentes eventos relacionados con memoria social u olfativa. En este
estudio, se busca estudiar si dichas poblaciones celulares varian en funcién del rango social
del animal y de si a este animal se le expone a diferentes estimulos olfativos, en concreto, a

orina procedente de animales dominantes.

Un importante marcador molecular usado de forma generalizada en neurociencia es cFos.
cFos es una proteina cuya expresion se induce rapidamente dentro de los nicleos neuronales
tras la despolarizacion de la membrana celular. cFos revela la presencia de activacion
excitadora en respuesta a un estimulo o evento dado. Por tanto, poblaciones celulares con

expresion de cFos (cFos+) indican una excitacion neuronal ante un estimulo. Sin embargo,



esta técnica puede no capturar todas las neuronas activadas, ya que algunas neuronas no

expresan el gen cFos ni permite capturar la inhibicion neuronal (Lee et al., 2011).

Otra poblacion de interés es la poblacién celular que expresa oxitocina (OT+) debido a su
implicacion en el comportamiento social de los roedores. La oxitocina es un neurotransmisor
peptidico que juega un rol fundamental en variedad de interacciones sociales, participando en
el reconocimiento social, el comportamiento agresivo y sexual, o la conducta parental.
Ratones KO de oxitocina mostraron un reconocimiento social deteriorado sin alteraciones en
las funciones olfativas o cognitivas (van der Kooij y Sandi, 2012). Se trata de un marcador
de expresion citoplasmatica.

La corteza cerebral estd compuesta por neuronas excitadoras (glutamatérgicas) e
interneuronas inhibitorias (GABAérgicas) que mantienen el equilibrio entre excitacion e
inhibicién para el correcto funcionamiento de la corteza. La parvalbimina (PV) es una
proteina de unidén a calcio utilizada como marcador molecular de un grupo especifico de

interneuronas GABAGérgicas de la corteza de roedores (Kawaguchi y Kondo, 2002).
1.6 Trabajo previo de laboratorio y antecedentes

El experimento en el que se centra este trabajo estd precedido por experimentos previos
realizados en el laboratorio. Estos experimentos estaban basados en la literatura, en la cual se
afirmaba que la exposicién a componentes no volatiles de la orina (como las feromonas y las
MUP) afectaba a ciertas conductas de los ratones, entre ellas las interacciones competitivas
(Leeetal., 2017). En la literatura también se ha descrito como la exposicién a orina dominante
0 subordinada, no solo afectaba a la conducta, sino que ademas se observa una expresion
diferencial de cFos en diferentes regiones cerebrales en funcién del rango social y del tipo

orina a la que se ha expuesto a los ratones (Lee et al., 2021).

Se llevo a cabo un primer experimento en el cual se establecio el orden jerarquico de ratones
de una misma jaula mediante el test del tubo, y, posteriormente, se volvié a testar la jerarquia
de dominancia intrajaula, pero colocando en el morro de los ratones subordinados orina
procedente de ratones dominantes para evaluar si se alteraba el orden jerarquico ante la
exposicion de componentes no volatiles procedentes de orina de dominantes. El segundo
experimento es similar al anterior, pero en este caso se mezcl6 la orina de dominantes para
obtener un pool de orina de dominantes que se colocé a los animales subordinados antes de
realizar el test del tubo. Una hora y media después del ultimo dia de enfrentamientos, se
sacrificaron a los animales para realizar el posterior andlisis histoldgico y ver la activacion de
cFos y otros marcadores moleculares en diferentes regiones cerebrales. En estos
experimentos, no se obtuvieron diferencias significativas en la conducta competitiva de los

ratones ante la exposicion de orina de dominantes, por lo que se concluy6 que la familiaridad
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y el reconocimiento social entre los ratones era lo suficientemente fuerte como para mantener

inalterada la jerarquia social previamente establecida.

Por ello, se realiz6 un nuevo experimento, que se detalla mas en profundidad posteriormente,
con los animales objeto de esta investigacion para evaluar el efecto de la orina sobre la
jerarquia y rango social en ratones sin contacto previo ni familiaridad entre ellos. En este
experimento, tras establecer el orden jerarquico de los ratones mediante el test del tubo, se
realizaron enfrentamientos entre ratones del mismo rango de dominancia y de diferentes
jaulas (enfrentamientos interjaulas), asegurando asi que estos ratones no hubiesen convivido
previamente. Ademas, en estos enfrentamientos, a uno de los ratones se le colocé en el morro
una mezcla de orina de los animales dominantes, y al otro, se le coloc su propia orina como
control. Se observo que los ratones subordinados expuestos a la orina dominante aumentaron
su numero de victorias en el test del tubo frente a los ratones subordinados expuestos a orina
control. En el resto de los rangos de dominancia (dominantes, intermedios 2 e intermedios 3)
no hubo diferencias significativas en el nimero de victorias entre los animales expuestos a

orina control y a orina dominante. (Figura 3).

1009 = = — — — —

3 Orinacontrol
804 ] 3 Orina Dominante

60 4

404

204 W

Porcentaje Enfrentamientos Ganados

0

Dominantes 4
Intermedios 2 o
Intermedios 3 4
Subordinados A

Figura 3. Porcentaje de enfrentamientos ganados en los enfrentamientos interjaulas entre animales con el
mismo rango de dominancia. Se representa en color verde a los ratones a los que se les colocd su propia
orina como control y en color morado, a los que se les colocé orina dominante. La linea horizontal representa
el 50% de los enfrentamientos ganados. Los efectos intergrupos se muestran como *p<0’05; **p<0’01;
**%n<(0’001. Se observan diferencias significativas entre los grupos orina control y orina dominante en los

enfrentamientos de subordinados.

Lo llamativo de los resultados obtenidos es que solo los ratones subordinados expuestos a
orina dominante cambiaron su conducta aumentando el nimero de victorias en los
enfrentamientos. Tras observar dichas diferencias en la interaccion competitiva de los ratones
en funcion del rango y de la exposicion a orina control y orina dominante, este trabajo se
centrd en estudiar qué poblaciones celulares podian estar detras de dichas diferencias
conductuales. Por tanto, se cuantificaron y evaluaron distintas poblaciones celulares en

diversas regiones cerebrales de los animales del experimento para observar si existian



diferencias en dichas poblaciones en funcién del rango social del raton y de la exposicion a

orina.
1.7 Objetivos

- Objetivo 1: Identificar si existen diferencias en poblaciones celulares de diferentes
regiones cerebrales de los ratones en funcion del rango social del animal y de la
exposicion a orina control u orina dominante, pudiendo asi explicar las diferencias

encontradas a nivel de conducta y de interacciones competitivas.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS
2.1 Animales

Para la realizacion de los experimentos y ensayos inmunohistoquimicos llevados a cabo en
este trabajo, se utilizaron 22 ratones macho de la cepa C57/BL6J de entre 8 - 14 semanas de
edad, estabulados en un ambiente higiénico, con ciclos de luz/oscuridad adecuados (12h/12h),
condiciones estables de temperatura y humedad y con libre acceso a pienso y agua. Todos los
ensayos Yy procedimientos realizados en los animales que forman parte de la investigacion de
este trabajo cumplen la normativa vigente de la Unién Europea (Directiva 2010/63/UE), de
Espafia (Real Decreto 53/2013) y han sido aprobados por el comité de ética y experimentacion
del CSIC (27/07/2016-448/2016).

2.2 Disefio experimental

En este experimento se emplearon 22 ratones macho y se organizaron en 6 jaulas (4 jaulas
con 4 ratones y 2 jaulas con 3 ratones). Se establecié la jerarquia social de cada jaula mediante
el test del tubo, clasificandolos en dominantes, intermedios 2, intermedios 3 y subordinados
segun el nimero de victorias ganadas por cada animal en los enfrentamientos realizados
acorde con el indice de dominancia (anexo A, Figura Complementaria 1). Para ello, se
enfrentaron a todos los ratones de una misma jaula entre ellos y se repitieron los
enfrentamientos durante unos 7-15 dias para comprobar que la jerarquia era estable en el
tiempo. Se calcul6 el indice de dominancia de cada individuo como la media de victorias
ganadas al dia por cada raton. A estos enfrentamientos se les denomind enfrentamientos
intrajaulas. Después, se recogio la orina de los ratones durante una semana. Se obtuvo un pool
de orina de dominantes al mezclar la orina procedente de todos los ratones clasificados como
dominantes. A continuacion, se llevo a cabo un segundo test del tubo, en el cual se enfrentaron
durante 2 dias consecutivos a ratones de distintas jaulas con un mismo rango de dominancia
(dominante contra dominante, intermedio contra intermedio y subordinado contra
subordinado) que no habian tenido contacto previo y no habian convivido en la misma jaula.
A estos enfrentamientos se les denomind enfrentamientos interjaulas. Ademas, en estos
enfrentamientos, a uno de los ratones se le coloco en el morro la orina del pool de dominantes
y al otro se le coloc como control su propia orina para testar la influencia de la orina en la
conducta competitiva de ratones que no habian tenido contacto previo y, por tanto, en los que

no influia la familiaridad y el reconocimiento social.

Una hora'y media después del Gltimo enfrentamiento interjaula, se sacrificaron y perfundieron
a los animales, para poder realizar el posterior andlisis histolégico (Figura 4) y evaluar la
expresion de tres marcadores moleculares de poblaciones celulares, cFos, oxitocina y

parvalbumina, en distintas regiones cerebrales. La expresion de cFos y parvalblmina se
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estudio en la corteza prefrontal y la corteza piriforme, mientras que la expresion de cFos y

oxitocina se estudio en el nlcleo paraventricular.

|Enfrentamientos intrajaulas | |Enfrentamjentos interjaulas |

0 —
<3 —_— —— |Histologia

- £ 90 min
2 dias consecutivos

Recolecta de orina
1 semana

__,.-v| Corteza prefrontall

_ |CFos / Parvalbumina |

tog]

— | Corteza piriforme |

|CFOS / Oxitocina | > |N1.'lcle0 Paraventricular|

Figura 4. Esquema ilustrativo del disefio experimental.

2.3 Tratamiento del tejido para su analisis histologico

Los cerebros de los animales fueron cortados a lo largo del eje rostro-caudal utilizando el
vibratomo (VT-1000s, Leica), obteniéndose secciones coronales del hemisferio derecho e
izquierdo de un grosor de 50 pum. Estas secciones se depositaron individualmente en 44 placas
de ensayo (una placa por animal y hemisferio) de 96 pocillos (FalconTM) rellenas con PB
0.1M. De cada hemisferio se obtuvieron aproximadamente 8 series de 15-18 cortes cada una.
Posteriormente, se les afiadi0 azida a las placas de ensayo, un estabilizante y agente
antibacteriano usado para mantener la estabilidad de las muestras.

2.4 Analisis inmunohistoquimico

Se realiz6 el analisis inmunohistoquimico con los cortes cerebrales. Para ello se llevaron a
cabo dos ensayos inmunohistoquimicos diferentes. En el primer ensayo, se incubaron los
cortes con los anticuerpos primarios cFos y parvalbumina, y en el segundo, con los
anticuerpos primarios cFos y oxitocina (anexo B, Tabla Complementaria 1). En el primer
ensayo, se utilizd una serie completa de cortes de uno de los hemisferios por cada animal,
mientras que, en el segundo ensayo, se utiliz6 una columna intercalada de cortes procedentes
de los dos hemisferios por cada animal. Debido a la dificultad de la preservacion de la region
cerebral a estudiar en el segundo ensayo, el nicleo paraventricular, se utilizaron cortes

procedentes de los dos hemisferios cerebrales.

Los cortes se depositaron en los pocillos de la placa y se llevé a cabo la preincubacion de los
cortes con medio PBT-BSA (PB 0,1 con Triton X-100 al 0.3% y con BSA al 10%) durante 5
minutos en agitacion. A continuacion, se afiadid el anticuerpo primario (anexo B, Tabla
Complementaria 1) diluido en PBT-BSA a la concentracién estimada en cada caso y se
incub6 a temperatura ambiente en agitacion durante 1 hora. Después, se incub6 durante 72
horas en la cdmara fria (4°) en agitacion. Tras la incubacién con el anticuerpo primario, se
lavé la muestra 5 veces con PBT-BSA y se procedié a la incubacién con el anticuerpo

secundario conjugado con un fluorocromo (anexo B, Tabla Complementaria 1) diluido en
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2.5

PBT-BSA a una concentracion de 1:1000 durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion
y en condiciones de oscuridad. Posteriormente, se incubd en camara fria durante 24 horas.
Tras la incubacidn con el anticuerpo secundario, se lavo la muestra 3 veces con PB 0.1y se
incub6 con DAPI diluido en PB 0.1 a una concentracion 1:1000 durante 12 minutos en
agitacion a temperatura ambiente. Seguidamente, se lavo otras 3 veces mas con PB 0.1y se

procedi6 al montaje de los cortes en los portaobjetos.
Imagen y métodos estereoldgicos

Se tomaron fotografias de los cortes con el microscopio confocal directo (Leica TCS SP5)
aplicando un disector fisico en U, segln el método descrito previamente en el laboratorio
(Llorens-Martin et al., 2006).

De la corteza piriforme, se tomaron 9-11 blogues o stacks de fotografias por animal
abarcando todo el grosor del corte. El blogue o conjunto de fotografias de los diferentes planos
tomados en una posicion espacial concreta es lo que Illamamos stack. Utilizamos un
microscopio confocal directo (Leica TCS SP5), un objetivo de inmersién de 20x, 2.5 de zoom,
2.01 um de “step size” (distancia entre dos imagenes consecutivas) y una resolucion de
1024x1024 pixeles (Figuras 5A, 6A). Las imagenes fueron tomadas de diferentes secciones
de la corteza piriforme rostral (que abarca desde que se acaba el bulbo olfatorio hasta que
empieza hipocampo). En los cortes méas rostrales donde todavia no aparece cuerpo calloso,
cogemos un stack al azar de la estructura, pero conforme avanzamos en el eje rostro-caudal,

al hacerse la estructura mucho mas grande, cogemos 2 bloques por corte al azar.

En el caso de la corteza prefrontal, se tomaron 11-14 stacks por animal, abarcando todo el
grosor del corte utilizando un microscopio confocal directo (Leica TCS SP5), con un objetivo
de inmersion de 40x, 1 de zoom, 2.01 um de “step size” y una resolucion de 1024x1024
pixeles (Figuras 5B, 6B). En los cortes mas rostrales en los que aln no aparece cuerpo
calloso, se tomaron 3 stacks por corte, siendo estos stacks denominados “rostrales”. En cuanto
a los “mediales”, en los que podemos encontrar las 3 capas principales de prefrontal
(prelimbica, limbica y cingulado) sacamos 2 stacks por corte, y de los cortes mas “caudales”,

en los que sélo tenemos cingulado, 1 Unico bloque de fotos.

En el nucleo paraventricular, se tomaron entre 5-8 stacks por animal, abarcando todo el
grosor del corte, utilizando un microscopio confocal directo (Leica TCS SP5), un objetivo de
inmersion de 20x, 1 de zoom, 2.01 pm de “step Size” y una resolucion de 1024x512 pixeles

(Figuras 5C, 6C). Solo se tom6 un stack por corte, pues abarcaba todo el nucleo.
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Figura 5. Localizacion de las regiones cerebrales de
interés en cerebro de raton. Figura 5A.
Localizacion de la corteza piriforme rostral. Figura
5B. Localizacién de la corteza prefrontal. Figura
5C. Localizacion del nicleo paraventricular. En
color rojo se encuentras delimitadas las areas
cerebrales especificadas. Imagenes obtenidas del

atlas virtual http://labs.gaidi.ca/mouse-brain-atlas.
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Figura 6. Fotografias tomadas en microscopio confocal de las diferentes regiones cerebrales. Figura 6A.
Fotografia de la corteza piriforme. PV se encuentra marcado en verde, cFos en rojo y DAPI en azul. Figura

6B. Fotografia de la corteza prefrontal. PV se encuentra marcado en verde, cFos en rojo y DAPI en azul.
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Figura 6C. Fotografia del nucleo paraventricular. Oxitocina se encuentra marcada en verde, cFos en rojo y
DAPI en azul.

Una vez obtenidas todas las imagenes, se procedi6 a realizar el conteo mediante un recuento
ciego simple utilizando el software ImageJ de Fiji. Para ello, se analizaron todas las imagenes
de cada stack, desplazadndose por el eje z, evaluando por un lado el canal 594nm (rojo: marca
cFos), por otro el canal 488nm (verde: marca PV u oxitocina), y por Gltimo ambos canales
juntos en combinacion con el canal 633nm (azul: marca DAPI). De esta forma, se obtuvo el
contaje total de células cFos positivas, las células PV positivas y las células dobles cFos/PV
positivas en corteza prefrontal y corteza piriforme, asi como las células cFos positivas, las

células OT positivas y las células dobles cFos/OT positivas en el ndcleo paraventricular.
Los criterios que se aplicaron para considerar una célula positiva fueron los siguientes:

- Ninguno de los tipos celulares analizados debia tocar ningin borde de exclusion de la

fotografia.

- Enel caso de la corteza prefrontal y piriforme, se excluyeron las dos Gltimas fotografias
de cada stack, y en el nucleo paraventricular, se excluy6 la primera fotografia. Esta
exclusion se llevo a cabo porque la fotografia elegida estaba incompleta y no se podia

realizar el conteo celular en esa imagen.
- El marcaje debia estar presente al menos en 3 de las imagenes del stack.

- Como la identificacion de las células cFos positivas (cFos+) puede ser dudosa debido a
la variabilidad de la intensidad del marcaje segun la célula, se elabordé un método para
establecer un umbral de deteccion de células cFos+. En cada animal, se selecciond una
célula claramente cFos+ y se midié su intensidad de sefial. Se calculd la media de la
intensidad de sefial entre los animales de una misma jaula y se calculd la desviacion
estandar asociada. El umbral se establecié al restar a la media la desviacion estandar
calculada. Aquellas células con un valor de intensidad de cFos igual o superior al umbral

establecido en cada jaula se consideraron positivas.

Una vez obtenido el nimero total de células de cada poblacién (cFos+ // PV+ // cFos+ PV+

OT+ /l cFos+ OT+), se estimo la densidad de cada stack de imégenes.

Las dimensiones de la fotografia (x e y) en el caso de la corteza piriforme son de 310x310um,
en la corteza prefrontal son de 387,5x387,5um y en el ndcleo paraventricular son de
775x387,12um. El grosor total del corte tomado determina la longitud de z, el cual varia de
un stack a otro. Al multiplicar “x” “y” “z”, obtendremos el volumen en el cual hemos hecho

el contaje celular.
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Al dividir el nimero de células contadas en ese stack entre el volumen obtendremos la
densidad celular.

(Numero total de Células)

Densidad celular = (Volumen delbloque)

Una vez calculada la densidad celular de cada bloque, se calcul6 la media de las densidades
celulares de cada individuo para cada poblacién celular. Al no tener el volumen total de
nuestras estructuras de interés, los datos se dieron como Media de Densidad celular de “X”
en células/mm?. En la Tabla 1 se muestran las densidades celulares estudiadas para cada

regioén cerebral.

Tabla 1. Densidades celulares estudiadas en cada una de las regiones cerebrales.

Regiones cerebrales Densidades celulares estudiadas

Nucleo Paraventricular |Densidad celular OT+ |Densidad celular cFos+ |Densidad celular OT/cFos+
Corteza Prefrontal Densidad celular P+ |Densidad celular cFos+ | Densidad celular PV/cFos+
Corteza Piriforme Densidad celular P+ |Densidad celular cFos+ |Densidad celular PV/cFos+

2.6 Andlisis estadistico

El andlisis de datos se llevé a cabo mediante el software SPSS Statistics (v.28.0.0). En primer
lugar, se valor6 que los grupos de datos cumplieran los supuestos del analisis de varianza, es
decir, los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza. Para ello se aplico el test
Shapiro-Wilk. Ademas, los datos extremos fueron excluidos del analisis estadistico. En el
caso de cumplir con estos supuestos, se llevé a cabo un andlisis estadistico paramétrico, un
ANOVA de muestras independientes. Por otro lado, en el caso de que los datos no cumplieran
la normalidad y homogeneidad de varianza, se llevd a cabo un andlisis estadistico no

paramétrico, una prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes.

Los resultados se expresaron dependiendo del nivel de significacién de los datos, de tal
manera que un p-value (p) menor o igual a 0’05 se considera significativo, mientras que un
p-value mayor que 0’05 no se considera significativo. Al ser el tamafio muestral de los grupos
experimentales reducido, se tuvieron en cuenta las tendencias (p-value mayor que 0,05 y

menor que 0,09).

Todos los resultados se expresaron con el error estandar de la media (en inglés Mean + SEM).
La significacion o diferencias entre individuos del mismo grupo (intragrupales) se expresaron
como +p<0’05; ++p<0’01; +++p<0’001; entre individuos de diferentes grupos
(intergrupales) se expresan como *p<0’05; **p<0’01; ***p<0’001; y las tendencias se

representaron como #p=>0’05<0’09.

16



CAPITULO 3: RESULTADOS
3.1 Ndcleo Paraventricular

En uno de los 22 animales del experimento fue imposible identificar el nicleo paraventricular
(PVN) y cuantificar la densidad celular en este, por lo que se excluy6 del analisis estadistico,
trabajando asi con un tamafio muestral total de 21 animales. Se realizaron las pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianza para los datos de PVN. Se aplico el test Shapiro-
Wilk a las variables dependientes: densidad de células oxitocina positivas (OT+), cFos
positivas (cFos+) y células dobles OT/cFos+, en funcién de las variables independientes de
rango social (dominante, intermedio 2, intermedio 3 y subordinado) y de exposicion a orina

(control o0 a orina de pool dominante) (Tabla 2).

Tabla 2. Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para los grupos de datos de PVN. Un nivel de significacion
menor que 0,05 indica que no se cumple el supuesto de normalidad.

Shapiro-Wilk Shapiro-Wilk
RANGO Estadistico| gl Sig. |ORINA Estadistico| gl | Sig.
oT+ DOMINANTE 0,892 6| 0,329|0OT+ POOL 0,975 11|0,934
INTERMEDIO 2 0,805 6| 0,066 CONTROL 0,969 10(0,882
INTERMEDIO 3 0,818 4| 0,139|cFos+ POOL 0,877 11|0,095
SUBORDINADO 0,916 5| 0,505 CONTROL 0,863| 10(0,083
cFos+ DOMINANTE 0,888 6| 0,306|OT/cFos+|POOL 0,825 11{0,020
INTERMEDIO 2 0,984 6| 0,971 CONTROL 0,898 10(0,210
INTERMEDIO 3 0,791 4| 0,086
SUBORDINADO 0,918 5| 0,520
OT/cFos+ [DOMINANTE 0,705 6| 0,007
INTERMEDIO 2 0,970 6| 0,891
INTERMEDIO 3 0,934 4| 0,618
SUBORDINADO 0,887 5| 0,341

La variable densidad celular OT/cFos+ no cumple el supuesto de normalidad, por lo que su
analisis estadistico se llevo a cabo mediante un test no paramétrico Kruskal-Wallis (Tabla 3),
mientras que, el resto de las variables (densidad celular OT+ y cFos+) cumplen con el
supuesto de normalidad y homogeneidad de varianza, por lo que se aplico el test paramétrico
ANOVA (Tabla 4).

Tabla 3. Test no paramétrico Kruskal-Wallis para muestras independientes de la variable densidad celular
OT/cFos+ en PVN. No hay diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales (nivel de

significacion 0,971>0,05). La distribucion de densidad OT/cFos+ es la misma entre los diferentes grupos

experimentales. Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes

N total 21

Estadistico de prueba 1,783

Grado de libertad 7

Sig. asintética (prueba 0,971

bilateral)

Hipotesis nula La distribucion de OT/cFos+ es
la misma entre categorias de
Rango-Orina

Decision Conserve la hipétesis nula
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Tabla 4. Test paramétrico ANOVA de muestras independientes para las variables densidad celular OT+ y
cFos+ en PVN. Se realiz6 un ANOVA multivariante con dos factores fijos que evalud el efecto del rango
social y la exposicion a orina sobre la densidad celular, asi como la interaccion entre los niveles de los
factores. Se observo una tendencia (p=0,081) en el factor ORINA sobre la densidad OT+, por lo que podria
existir un efecto de la exposicion a orina sobre la densidad celular OT+. El resto de los datos no fueron
significativos (p>0,05), por lo que no se puede afirmar que exista un efecto del rango social y de la
exposicion a orina sobre la densidad celular cFos+, ni un efecto del rango sobre la densidad OT+ en PVN.
Tampoco hubo una interaccién estadisticamente significativa entre el factor rango y la exposicidn a orina

sobre la densidad celular.

ANOVA
Tipo Il de suma Eta parcial
Origen de cuadrados gl |Media cuadratica| F Sig. | al cuadrado
RANGO oT+ 6062557,134| 3|  2020852,378]0,7690,532 0,151
CcFos+ 768145990 3 256048,6630,511] 0,682 0,105
ORINA oT+ 9427360,693| 1|  9427360,693]3,586(0,081 0,216
CcFos+ 852096,869| 1 852096,869] 1,700] 0,215 0,116
RANGO*  |OT+ 3362306,438| 3| 1120768,813|0,426(0,737 0,090
ORINA cFos+|  1905249,482| 3 635083,161|1,267|0,327 0,226
Error OT+ | 34178522,163| 13|  2629117,089
cFos+| 6517255,851| 13 501327,373
Total OT+ | 313743008,289 21
cFos+| 83432993,049| 21
Total OT+ | 53229628,496] 20
corregido cFos+| 10112684,628| 20

Se analizaron las comparaciones por parejas del test ANOVA (Anexo C, Tabla
Complementaria 2). No se observaron diferencias significativas entre ningin grupo
experimental. En la figura 7 se represent6 la densidad de cada poblacion celular (OT+, cFos+
y células dobles OT/cFos+) del PVN en funcion del rango social de los individuos
(dominantes, intermedios 2, intermedios 3 y subordinados) y en funcién de la exposicién a
orina control o a orina de pool dominante. En verde se representa el grupo expuesto a orina
control, mientras que en morado se representa al grupo expuesto a orina de dominante. La

densidad celular viene dada en células/mm?.
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Figura 7. Densidades celulares de PVN en funcién del rango social y de la exposicion a orina control u

Intermedios 3
Subordinados

orina dominante. Las barras representan la media de la densidad celular y las barras de error representan el
SEM. El nimero localizado en el interior de las barras indica el tamafio muestral de cada grupo experimental.
Figura 7A. Densidad celular OT+ de PVN. Se realiz6 el test ANOVA previamente descrito. No se
observaron diferencias significativas (n.s.) entre los grupos experimentales. Figura 7B. Densidad celular
cFos+ de PVN. Se realiz6 el test ANOVA previamente descrito. No se observaron diferencias significativas
entre los grupos experimentales. Figura 7C. Densidad celular OT/cFos+ de PVN. Se realizo la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis previamente descrita. No se observaron diferencias significativas entre los

grupos experimentales.

3.2 Corteza Prefrontal

Las densidades poblaciones de esta region cerebral pudieron ser cuantificadas en los 22
animales del experimento. Se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza para los grupos de datos de PFC. Se aplicé el test Shapiro-Wilk a las variables
dependientes: densidad celular parvalbdmina positivas (PV+), cFos+ y células dobles
PV/cFos+, en funcidn del rango social (dominante, intermedio 2, intermedio 3 y subordinado)

y de la exposicidén a orina control o a orina de pool dominante (Tabla 5).

Tabla 5. Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para los grupos de datos de PFC. Un nivel de significacion

menor que 0,05 indica que no se cumple el supuesto de normalidad.

Shapiro-Wilk Shapiro-Wilk
RANGO Estadistico| gl | Sig. |[ORINA Estadistico| gl Sig.
PV+ DOMINANTE 0,856| 6| 0,176|PV+ POOL 0,943 11| 0,554
INTERMEDIO 2 0,942 6| 0,676 CONTROL 0,914 11| 0,273
INTERMEDIO 3 0,937| 4| 0,633|cFos+ POOL 0,792| 11| 0,007
SUBORDINADO 0,876/ 6| 0,250 CONTROL 0,951 11| 0,660
cFos+ DOMINANTE 0,920| 6| 0,506|PV/cFos+|POOL 0,906 11| 0,217
INTERMEDIO 2 0,881 6| 0,275 CONTROL 0,939 11| 0,511
INTERMEDIO 3 0,903 4| 0,446
SUBORDINADO 0,796 6| 0,054
PV/cFos+ |DOMINANTE 0,924 6| 0,536
INTERMEDIO 2 0,956 6| 0,785
INTERMEDIO 3 0,712 4| 0,016
SUBORDINADO 0,850 6| 0,157
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Las variables densidad celular PV/cFos+ y cFos+ no cumplen los supuestos de normalidad,
por lo que para su analisis estadistico se llevo a cabo un test no paramétrico Kruskal-Wallis
(Tabla 6), mientras que la densidad celular PV+ cumple con el supuesto de normalidad y

homogeneidad de varianza, por lo que se aplicé el test paramétrico ANOVA (Tabla 7).

Tabla 6. Test no paramétrico Kruskal-Wallis para muestras independientes de las variables densidad celular
cFos+ y PV/cFos+ de PFC. No hay diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales
(nivel de significacién>0,05). La distribucién de densidad celular cFos+ y Pv/cFos+ es la misma entre los

diferentes grupos experimentales.

Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes
cFos+ PV/cFos+

N total 22 22

Estadistico de prueba 8,083 6,747

Grado de libertad 7 7

Sig. asintotica 0,325 0,456

(prueba bilateral)

Hipotesis nula La distribuciéon de  |La distribucion de
cFos+ es lamisma  |PV/cFos+ es la misma
entre categorias de |entre categorias de
Rango-Orina Rango-Orina

Decision Conserve la hipétesis |Conserve la hipotesis
nula nula

Tabla 7. Test paramétrico ANOVA de muestras independientes para la variable densidad celular PV+ en
PFC. Se realizé un ANOVA univariado con dos factores fijos que evalud el efecto del rango y la exposicién
a orina sobre la densidad celular PV+, asi como la interaccion entre los niveles de los factores. Al no ser
ninguno de los datos significativos (p>0,05) no se puede afirmar que existe un efecto del rango social y de
la exposicién a orina sobre la densidad celular PV+ en PFC. Tampoco hubo una interaccién estadisticamente
significativa entre el factor rango y la exposicion a orina sobre la densidad celular PV+.

ANOVA

Tipo 11 de suma Media Eta parcial al
Origen de cuadrados al cuadratica F Sig. cuadrado
RANGO 2521333,341 3| 840444,447|0,271| 0,845 0,055
ORINA 6732246,189 1(6732246,189|2,172| 0,163 0,134
RANGO * ORINA 6940996,047 3]|2313665,349(0,747| 0,542 0,138
Error 43386703,101| 14|3099050,222
Total 756756636,371 22
Total corregido 60781298,835 21

Pese a que no se pudo afirmar que existiese un efecto del rango y la exposicién a orina sobre
la densidad celular P+ en la corteza prefrontal, se analizaron las comparaciones por parejas
del test ANOVA (Anexo C, Tabla Complementaria 3). Se observé una tendencia (p=0,056)
dentro del rango Intermedios 2 entre los expuestos a orina control y los expuestos a orina
dominante en la densidad celular PV+ de la corteza prefrontal. En la figura 8 se represent6

la densidad de cada poblacion celular (PV+, cFos+ y células dobles PV/cFos+) de PFC en
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funcion del rango social de los individuos y en funcion de la exposicion a orina control o a

orina de dominantes. La densidad celular viene dada en células/mm3.
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Figura 8. Densidades celulares en PFC en funcion del rango social y de la exposicion a orina control u orina
dominante. Las barras representan la media de la densidad celular y las barras de error representan el SEM.
El nimero localizado en el interior de las barras indica el tamafio muestral de cada grupo. Figura 8A.
Densidad celular PV+ en PFC. Se realiz6 el test ANOVA previamente mencionado. Se observé una
tendencia (p=0,056) dentro del grupo de los intermedios 2 entre los expuestos a orina control y los expuestos
a orina dominante. Figura 8B. Densidad celular cFos+ en PFC. Se realizo la prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis previamente mencionada. No se observaron diferencias significativas (n.s.) entre los grupos
experimentales. Figura 8C. Densidad celular PV/cFos+ en PFC. Se realizd la prueba no paramétrica

Kruskal-Wallis. No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales.

3.3 Corteza Piriforme

En 3 de los 22 animales del experimento no se pudo realizar el contaje celular en piriforme y,
por tanto, no se obtuvo la densidad celular en esta region cerebral. Estos animales fueron
excluidos del anélisis estadistico, trabajando con un tamafio muestral total de 19 animales.

Con los restantes datos, se realizaron las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza.
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Se aplicd el test Shapiro-Wilk a las variables dependientes: densidad celular PV+, cFos+ y
células dobles PV/cFos+ en funcion de las variables independientes de rango social y de

exposicion a orina control o a orina de pool dominante (Tabla 8).

Tabla 8. Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para los grupos de datos de la corteza piriforme. Un nivel de

significacion menor que 0,05 indica que no se cumple el supuesto de normalidad.

Shapiro-Wilk Shapiro-Wilk
RANGO Estadistico| gl Sig. [ORINA Estadistico| gl Sig.
PV+ DOMINANTE 0,960 4 0,781(PV+ POOL 0,962 11{ 0,794
INTERMEDIO 2 0,934 6| 0,610 CONTROL 0,933 8| 0,541
INTERMEDIO 3 0,818 3| 0,157|cFos+ POOL 0,894 11 0,154
SUBORDINADO 0,944 6| 0,694 CONTROL 0,930 8| 0,515
cFos+ DOMINANTE 0,974 4]  0,865|PV/cFos+ |[POOL 0,846 11| 0,037
INTERMEDIO 2 0,902 6| 0,388 CONTROL 0,817 8| 0,043
INTERMEDIO 3 0,864 3 0,278
SUBORDINADO 0,801 6| 0,059
PV/cFos+|DOMINANTE 0,799 4 0,100
INTERMEDIO 2 0,835 6 0,119
INTERMEDIO 3 0,750 3 0,000
SUBORDINADO 0,870 6| 0,227

La variable densidad celular PV/cFos+ no cumple el supuesto de normalidad para todos sus
datos, por lo que para su andlisis estadistico se llevé a cabo un test no paramétrico Kruskal-
Wallis (Tabla 9), mientras que, el resto de las variables (densidad celular PV+ y cFos+)
cumplen con el supuesto de normalidad y homogeneidad de varianza por lo que se aplicé el
test paramétrico ANOVA (Tabla 10).

Tabla 9. Test no paramétrico Kruskal-Wallis para muestras independientes de la variable densidad celular
PV/cFos+ en la corteza piriforme. No hay diferencias significativas entre los diferentes grupos
experimentales (nivel de significacion 0,450>0,05). La distribucion de densidad PV/cFos+ es la misma entre
los diferentes grupos experimentales.

Prueba de Kruskal-Wallis de muestras independientes
N total 19
Estadistico de prueba 6,8
Grado de libertad 7
Sig. asintética (prueba 0,450
bilateral)

Hipotesis nula La distribucion de PV/CFOS+ es
la misma entre categorias de
Rango-Orina

Decision Conserve la hipétesis nula
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Tabla 10. Test paramétrico ANOVA de muestras independientes para las variables densidad celular PV+y
cFos+ en la corteza piriforme. Se realiz6 un ANOVA multivariante con dos factores fijos que examiné el
efecto del rango y la exposicidn a orina sobre la densidad celular PV+y sobre la densidad celular cFos+, asi
como la interaccidn entre los niveles de los factores. Se observé una diferencia significativa (p=0’018) en el
factor RANGO sobre la densidad celular cFos+, por lo que podria existir un efecto del rango sobre la
densidad celular cFos+ en piriforme. El resto de los datos no fueron significativos, por lo que no se puede
afirmar que existe un efecto del rango social y de la exposicion a orina sobre la densidad celular PV+ en
piriforme, asi como no se puede afirmar que existe un efecto de la exposicion a orina sobre la densidad
celular cFos+. Tampoco hubo una interaccion estadisticamente significativa entre los efectos del rango y la
exposicion a orina sobre las densidades celulares.

ANOVA
Tipo 11 de suma Media Eta parcial al
Origen de cuadrados | gl cuadrética F Sig. cuadrado
RANGO PV+ 1756811,626 3| 585603,875/0,390( 0,763 0,105
cFos+| 189102771,022| 3|63034257,007(5,398( 0,018 0,618
ORINA PV+ 372525,455| 1| 372525,455|0,248| 0,629 0,024
cFos+ 9166411,753| 1| 9166411,753(0,785| 0,396 0,073
RANGO * ORINA [PV+ 7386613,286| 3| 2462204,429|1,639| 0,242 0,330
cFos+| 29084180,521| 3| 9694726,840(0,830( 0,507 0,199
Error PV+ 15023754,928| 10| 1502375,493
cFos+| 116764988,601| 10|11676498,860
Total PV+ | 363116194,434| 18
cFos+ [ 2041734896,309| 18
Total corregido  |PV+ 27595221,478| 17
cFos+| 381337980,092| 17

Al observar un posible efecto del factor Rango sobre la densidad celular cFos+ en la corteza
piriforme, se evaluaron las comparaciones por parejas del test ANOVA (Anexo C, Tabla
Complementaria4). En la figura 9 se represent? la densidad de cada poblacién celular (PV+,
cFos+ y células dobles PV/cFos+) de la corteza piriforme en funcién del rango social y en

funcidn de la exposicion a orina control o a orina de pool dominante.
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Figura 9. Densidades celulares de la corteza piriforme en funcidn del rango social y de la exposicion a orina
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control u orina dominante. Las barras representan la media de la densidad celular y las barras de error
representan el SEM. El nimero localizado en el interior de las barras indica el tamafio muestral de cada
grupo. Figura 9A. Densidad celular PV+ de la corteza piriforme. Se realiz6 el test ANOVA previamente
descrito. Se observo una tendencia (p=0,082) dentro del grupo de intermedios 2 entre los expuestos a orina
control y los expuestos a orina dominante. Figura 9B. Densidad celular cFos+ de la corteza piriforme. Se
realizé el test ANOVA. Se observaron diferencias significativas dentro de los individuos expuestos a orina
pool dominante entre dominantes e intermedio 2 (p=0,041), y una tendencia (p=0,089) en el grupo expuesto
a orina dominante entre dominantes y subordinados. Figura 9C. Densidad celular PV/cFos+ de la corteza
piriforme. Se realizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. No se observaron diferencias significativas
(n.s.) entre los grupos experimentales.

Debido a que no se pudo cuantificar la densidad celular de 3 de los animales en la corteza
piriforme, el tamafio muestral de los grupos experimentales se vio muy reducido,
comprometiendo asi el analisis estadistico anteriormente presentado. Del analisis anterior, se
concluyé que podia existir un efecto del rango sobre la densidad celular cFos+, por lo que se
representd la densidad celular cFos+ en funcion del rango y sin tener en cuenta en este caso
la exposicidn a orina control o a orina dominante, para trabajar con un tamafio muestral mayor
(Figura 10).
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CAPITULO 4: DISCUSION

La literatura afirma que la exposicion a componentes no volatiles presentes en la orina puede
afectar a las interacciones competitivas y al orden jerarquico establecido en ratones (Lee et
al., 2017). Ademads, la composicion de la orina de ratones dominantes se encuentra
enriquecida en MUPs y especialmente en MUP20 (Guo et al., 2015), asi como existe una
distribucion de feromonas diferente segln el rango social del raton (Haga et al., 2010). En los
experimentos previos realizados en el laboratorio, la exposicion a orina de dominantes en
ratones no alterd las interacciones competitivas entre animales con una convivencia previa.
Por ello, se disefio el experimento de este trabajo donde se enfrentaron a ratones sin
convivencia previa, de diferentes jaulas, eliminando asi el factor del reconocimiento social y

la familiaridad entre individuos.

En este experimento, los resultados conductuales obtenidos mostraron un aumento
significativo en el nimero de victorias en los enfrentamientos del test del tubo en aquellos
ratones a los que se les habia colocado orina de pool dominante, pero solo en los de rango
subordinado, no alterando la interaccion competitiva entre los de rango dominante e
intermedio. Se confirmo asi la importancia de la orina en la conducta competitiva y la
jerarquia social al eliminar el componente de la familiaridad y la convivencia previa. Sin
embargo, el efecto de la orina sobre las interacciones competitivas solo era significativo para
ratones subordinados. El hecho de que la exposicion a orina dominante en ratones dominantes
e intermedios no afecte a sus interacciones competitivas puede deberse a un “efecto techo”,
que explica que en estos animales naturalmente ya estan presentes altas cantidades de MUPs,
por lo que, al afiadir mas, no se produce ningin efecto al estar acostumbrados a
concentraciones altas de MUPs en la orina. Para confirmar dicha hipétesis, seria de interés
realizar estudios posteriores en los que se especifique el componente de la orina por el cual
los subordinados modifican su comportamiento. Por otro lado, se pone de manifiesto la
importancia del entorno social y cémo la familiaridad y el reconocimiento social mantienen
una jerarquia estable, al no influir la orina al enfrentar a animales que habian convivido
previamente. Por tanto, los componentes no volatiles presentes en la orina, como las
feromonas y las MUP, son importantes en las jerarquias de dominancia, sin embargo, hay que
tener en cuenta que existen numerosos factores que afectan a este fendmeno, como la

convivencia previa, la familiaridad, la memoria social o el reconocimiento visual.

Observadas estas diferencias conductuales, se estudid qué poblaciones celulares podrian estar
detras de este fendbmeno y qué regiones cerebrales implicadas. En este estudio, se evaluaron
las densidades de distintas poblaciones celulares en 3 regiones cerebrales en respuesta a la

exposicion a orina durante una interaccion competitiva teniendo en cuenta el rango social del
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animal. Por tanto, existen dos variables clave en la presentacion de la sefial: (1) la naturaleza
de la orina (orina pool dominante o control); (2) el rango social del individuo (dominante,
intermedio 2, intermedio 3 y subordinado). Al combinar dichas variables, dan como resultado

8 grupos experimentales.

La primera region cerebral estudiada fue el nucleo paraventricular del hipotalamo. Este se
encuentra implicado en el comportamiento social, pues produce grandes cantidades de
oxitocina (Wang et al., 2014; van der Kooij y Sandi, 2012). El sistema oxitocina (OT) regula
una amplia gama de comportamientos sociales, sin embargo, el mecanismo por el que actua
es poco conocido. La activacion del sistema OT es necesaria para promover el
comportamiento social y se observo que ratones con un comportamiento social anormal tienen
un numero reducido de neuronas OT+ en PVN (Resendez et al., 2020). También se ha
relacionado el estatus social con una variacion de los receptores de OT en distintas regiones
cerebrales (Lee et al., 2019). Por todo esto, en el PVN se cuantificaron las densidades
celulares OT+, cFos+ y las densidades de células dobles OT/cFos+ y se compararon en
funcidn del rango social y de la exposicién a orina. Con los resultados obtenidos, se observo
gue existia una tendencia al efecto de la exposicion a orina sobre la densidad celular OT+ en
PVN. Algo llamativo de esta tendencia es que el nimero de células que expresan OT no es
algo que sea dinamico, como si es por ejemplo la expresion de cFos. Es decir, el nimero de
células que expresan OT no se modifica en situaciones sociales, solo se modifica la activacién
de dichas células. Por lo que dicha tendencia puede explicarse como un artefacto del
experimento debido al bajo tamafio muestral de los grupos experimentales. Pese a la tendencia
observada, no se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en
ninguna de las densidades celulares estudiadas. Por tanto, este estudio no permitié afirmar
gue las poblaciones celulares estudiadas en PVN pudiesen tener diferencias significativas

atendiendo al rango social del animal y a la exposicion a diferentes tipos de orina.

En el caso de la corteza prefrontal, se cuantificd la densidad de células parvalbimina
positivas (PV+), la densidad de células cFos+ y la densidad de células dobles PV/cFos+ en
funcidn del rango social y de la exposicién a orina control u orina dominante. La corteza
prefrontal es una region implicada en procesar informacion relacionada con jerarquia social,
participando en el reconocimiento social y del estatus social (Wang et al., 2014). Ademas,
juega un papel importante en la toma de decisiones en contextos sociales competitivos (Lee
et al., 2021). La poblacién celular PV+ es un grupo de interneuronas inhibitorias
(GABAérgicas) que se encargan de mantener un equilibrio entre excitacion e inhibicion para
el correcto funcionamiento de la corteza (Kawaguchi y Kondo, 2002). En este estudio, no se
observo que variase de forma significativa la densidad celular PV+ entre los grupos

experimentales, ni en funcién del rango social ni en funcion de la exposicién a orina. Sin
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embargo, al analizar las comparaciones por pares del andlisis estadistico, se observo que el
grupo de ratones intermedios 2 expuestos a orina dominante presentaba una densidad PV+
superior que los expuestos a orina control. EI nimero de células que expresan PV no se
modifica ante situaciones sociales, solo se modifica su activacidn, por lo que dicha diferencia
observada puede deberse al pequefio tamafio muestral de los grupos experimentales. En el
resto de los grupos experimentales, no se observaron mas diferencias significativas. Se
cuantificé también la densidad celular cFos+ en la corteza prefrontal sin observar diferencias
entre la activacion neuronal cFos+ entre ninguno de los grupos experimentales. Por el
contrario, en un estudio, se observd que la PFC de sujetos dominantes, pero no de sujetos
subordinados, exhibia una mayor activacion (cFos+) a orina de subordinados en comparacion
con orina dominante (Lee et al., 2021). Tampoco se observaron diferencias significativas de
la densidad PV/cFos+ entre los grupos experimentales. Por todo esto, pese a la implicacion
de la corteza prefrontal en jerarquia social, no se encontr6 una relacion clara entre las
densidades celulares cuantificadas en la corteza prefrontal con el rango social y la exposicion
a orina. Esto puede ser debido al pequefio tamafio muestral de los grupos experimentales.

Las feromonas se detectan normalmente a través del érgano vomeronasal, sin embargo, la
evidencia reciente sugiere que algunas pueden detectarse a través del epitelio olfatorio
principal (Wang et al., 2016). La corteza piriforme, la cual forma parte de la corteza
olfatoria, recibe informacion directa del epitelio olfatorio principal y participa en la
percepcion de los olores. En este estudio, en la corteza piriforme se cuantificé la densidad de
células parvalbimina positivas (PV+), la densidad de células cFos+ y la densidad de células
dobles PV/cFos+. Puesto que la orina de dominantes se encuentra enriquecida en ciertas
feromonas, como las MUPs (Guo et al., 2015), se estudio si la exposicion a orina dominante
0 a orina control provocaba una activacion diferencial en las poblaciones celulares de
piriforme. Al cuantificar la densidad celular OT+ en piriforme, se observo una tendencia entre
los ratones intermedios 2. Los ratones intermedios 2 expuestos a orina control mostraron una
densidad celular OT+ superior a los expuestos a orina dominante. Al analizar la poblacion
celular cFos+, se vid que la activacion neuronal en piriforme se veia influenciada por el rango
del animal. Los ratones dominantes experimentaron una activaciéon neuronal
significativamente mas robusta que los subordinados, independientemente de la orina a la que
fueron expuestos. También se observ6 una activacion algo mas robusta en ratones dominantes
frente a los intermedios. Teniendo en cuenta el tipo de orina al que se expusieron a los ratones,
dentro del grupo de los animales expuestos a orina dominante, se observd una activacion
neuronal mas robusta en los dominantes frente a los intermedios 2 y los subordinados. Al
estudiar la densidad celular OT/cFos+, no se encontraron diferencias significativas entre los

distintos grupos.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La exposicién a orina dominante y el rango social del animal no afecta de forma sustancial
a las poblaciones celulares del nucleo paraventricular y de la corteza prefrontal

estudiadas.

El rango social de los ratones parece influir sobre la activacion neuronal (cFos+) en la

corteza piriforme, mostrando una activacién més robusta en los ratones dominantes.

Los resultados de este experimento se encuentran limitados por el pequefio tamafo

muestral de los grupos experimentales al tratarse de un trabajo exploratorio.
Para futuros experimentos, seria de interés:
o Replicar el experimento para aumentar el tamafio muestral.

o Hacer un desglose de las estructuras cerebrales estudiadas y concretar mas el

subnucleo de interés.

o Estudiar otras regiones cerebrales que no se han evaluado en esta investigacion,

como el VNO, el sistema olfativo accesorio o la amigdala.

o ldentificar el componente especifico de la orina que causa los cambios
conductuales. Nuestra hipotesis basada en la bibliografia es que los componentes
no volatiles de la orina, como las MUPs y las feromonas, son la causa de dichos
cambios. En experimentos posteriores, seria interesante caracterizar y cuantificar

las feromonas y MUPs de la orina, realizar un concentrado y testar su efecto.
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ANEXO A: Jerarquias establecidas

CAJA1 CAJA2
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Figura Complementaria 1. Jerarquias establecidas en cada jaula mediante la realizacion del test de tubo. En el
eje X se representan los dias de realizacion del test, mientras que en el eje Y se representan las victorias ganadas
por cada ratén en los dias de enfrentamientos. Las cajas 1, 2, 3 y 4 contaban con 4 ratones por jaula, mientras

que las cajas 5 y 6 contaban con 3 ratones por jaula.

t



ANEXO B: Anticuerpos utilizados en los ensayos inmunohistoquimicos

Tabla Complementaria 1. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los ensayos

inmunohistoquimicos.

Ensayo 1
Anticuerpos primarios
Anticuerpo Especie Diluciéon | Casa comercial Referencia
cFos Conejo 1:5000 | Synaptic Systems 226 003
Parvalbimina Ratén 1:4000 | Merck Millipure MAB1572
Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Especie Dilucion | Excitacion () Casa comercial Referencia
Donkey anti-rabbit Alexa Burro 1:1000 | 594 - Rojo Invitrogen A-21207
Donkey anti-mousse Alexa Burro 1:1000 |488 - Verde Invitrogen A-21202
Ensayo 2
Anticuerpos primarios
Anticuerpo Especie Dilucién | Casa comercial Referencia
cFos Guinea pig | 1:2000 | Synaptic Systems 156 004
Oxitocina Conejo 1:1500 Inmunostar 20068
Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Especie Dilucion | Excitacion (M) Casa comercial Referencia
Donkey anti-guinea pig Jackson Immuno 706-585-
Alexa Burro 1:1000 |594 - Rojo Research 148
Donkey anti-rabbit Alexa Burro 1:1000 |488 - Verde Invitrogen A-21206




ANEXO C: Comparaciones por pareja (ANOVA)

Tabla Complementaria 2. Comparaciones por parejas basadas en medias marginales estimadas de las variables

densidad celular OT+ y cFos+ del nlcleo paraventricular. Realizacion de un test ANOVA multivariante de

efectos fijos: Rango y Orina. No se observan diferencias significativas.

Comparaciones por parejas Comparaciones por parejas
Diferencia 95% de intervalo de confianza Diferencia 95% de intervalo de confianza
de medias (I Limite de medias (1 Limite
Variable dependiente J) Desv. Error| Sig. inferior | Limite superior [Variable dependiente J) Desv. Error|  Sig. inferior | Limite superior
OT+ |POOL DOMINANTE |INTERMEDIO2 -572,877| 1323,913| 0,999 -4671,679 3525,925(0T+ DOMINANTE [POOL CONTROL | -1009,692 1323,913| 0,459-3869,831 1850,448
INTERMEDIO3 -848,149| 1480,179| 0,994]-5430,749 3734,451 CONTROL |POOL 1009,692| 1323,913| 0,459|-1850,448 3869,831
SUBORDINAD -1325,555| 1323,913| 0,914(-5424,357 2773,247 INTERMEDIO2 |POOL CONTROL | -2150,705 1323,913| 0,128(-5010,844 709,434
INTERMEDIO2 |DOMINANTE 572,877 1323,913| 0,999(-3525,925 4671,679 CONTROL |POOL 2150,705| 1323,913| 0,128| -709,434 5010,844
INTERMEDIO3 -275,272| 1480,179| 1,000|-4857,872 4307,328 INTERMEDIO3 |POOL CONTROL | -2120,373| 1621,455| 0,214|-5623,314 1382,568
SUBORDINAD -752,678| 1323,913| 0,994]-4851,480 3346,124 CONTROL |POOL 2120,373| 1621,455| 0,214)-1382,568 5623,314
INTERMEDIO3 ([DOMINANTE 848,149( 1480,179( 0,994(-3734,451 5430,749 SUBORDINADO |POOL CONTROL -183,048| 1480,179| 0,903|-3380,781 3014,685
INTERMEDIO2 275,272 1480,179( 1,000(-4307,328 4857,872 CONTROL |POOL 183,048 1480,179( 0,903|-3014,685 3380,781
SUBORDINAD -477,406| 1480,179| 1,000|-5060,006 4105,194|CFOS DOMINANTE  |POOL CONTROL 368,856 578,116 0,535| -880,088 1617,800
SUBORDINAD |DOMINANTE 1325,555| 1323,913| 0,914|-2773,247 5424,357 CONTROL |POOL -368,856 578,116 0,535|-1617,800 880,088
o INTERMEDIO2 752,678 1323,913| 0,994-3346,124 4851,480 INTERMEDIO2 |POOL CONTROL | -1024,604 578,116 0,100|-2273,548 224,340
INTERMEDIO3 477,406| 1480,179| 1,000|-4105,194 5060,006 CONTROL |POOL 1024,604 578,116 0,100| -224,340 2273,548
CONTROL [DOMINANTE |INTERMEDIO2 | -1713,890( 1323,913| 0,771(-5812,693 2384,912 INTERMEDIO3 |POOL CONTROL -67,439 708,045 0,926|-1597,077 1462,198
INTERMEDIO3 | -1958,831| 1480,179| 0,754|-6541,431 2623,769 CONTROL |POOL 67,439 708,045 0,926|-1462,198 1597,077
SUBORDINAD -498,912| 1480,179| 1,000|-5081,512 4083,688 SUBORDINADO [POOL CONTROL -919,465 646,353 0,178|-2315,827 476,896
INTERMEDIO2 |DOMINANTE 1713,890| 1323,913| 0,771|-2384,912 5812,693 CONTROL |POOL 919,465 646,353 0,178| -476,896 2315,827
INTERMEDIO3 -244,940| 1480,179| 1,000|-4827,540 4337,660
SUBORDINAD 1214,978| 1480,179| 0,964|-3367,622 5797,579
INTERMEDIO3 [DOMINANTE 1958,831| 1480,179| 0,754[-2623,769 6541,431
INTERMEDIO2 244,940 1480,179 1,000[-4337,660 4827,540
SUBORDINAD | 1459,919] 1621,455] 0,946[-3560,068 6479,906
SUBORDINAD |DOMINANTE 498,912| 1480,179| 1,000|-4083,688 5081,512
o INTERMEDIO2 | -1214,978| 1480,179( 0,964(-5797,579 3367,622
INTERMEDIO3 | -1459,919| 1621,455| 0,946|-6479,906 3560,068
cFos+[POOL DOMINANTE |[INTERMEDIO2 1197,018 578,116( 0,305| -592,816 2986,851
INTERMEDIO3 544,065 646,353( 0,960|-1457,030 2545,160
SUBORDINAD 909,286 578,116( 0,595| -880,547 2699,120
INTERMEDIO2 ([DOMINANTE -1197,018 578,116( 0,305|-2986,851 592,816
INTERMEDIO3 -652,952 646,353( 0,910|-2654,047 1348,143
SUBORDINAD -287,731 578,116( 0,997|-2077,565 1502,103
INTERMEDIO3 [DOMINANTE -544,065 646,353( 0,960|-2545,160 1457,030
INTERMEDIO2 652,952 646,353( 0,910]-1348,143 2654,047
SUBORDINAD 365,221 646,353( 0,995(-1635,874 2366,316
SUBORDINAD |DOMINANTE -909,286 578,116( 0,595|-2699,120 880,547
o INTERMEDIO2 287,731 578,116( 0,997|-1502,103 2077,565
INTERMEDIO3 -365,221 646,353( 0,995 -2366,316 1635,874
CONTROL [DOMINANTE  |[INTERMEDIO2 -196,442 578,116( 1,000|-1986,276 1593,391
INTERMEDIO3 107,770 646,353( 1,000-1893,325 2108,865
SUBORDINAD -379,035 646,353( 0,993|-2380,130 1622,060
INTERMEDIO2 (DOMINANTE 196,442 578,116( 1,000|-1593,391 1986,276
INTERMEDIO3 304,212 646,353( 0,998 -1696,883 2305,307
SUBORDINAD -182,593 646,353( 1,000|-2183,688 1818,502
INTERMEDIO3 [DOMINANTE -107,770 646,353( 1,000-2108,865 1893,325
INTERMEDIO2 -304,212 646,353( 0,998|-2305,307 1696,883
SUBORDINAD -486,805 708,045( 0,985|-2678,895 1705,285
SUBORDINAD |DOMINANTE 379,035 646,353( 0,993|-1622,060 2380,130
o INTERMEDIO2 182,593 646,353( 1,000|-1818,502 2183,688
INTERMEDIO3 486,805 708,045( 0,985|-1705,285 2678,895
Se basa en medias marginales estimadas




Tabla Complementaria 3. Comparaciones por parejas basadas en medias marginales estimadas de la variable

densidad celular PV+ de la corteza prefrontal. Realizacion de un test ANOVA multivariante de efectos fijos:

Rango y Orina. Las diferencias significativas y tendencias entre parejas se encuentras marcadas en color amarillo.

Comparaciones por parejas

Comparaciones por parejas

Variable dependiente: PV+

Variable dependiente: PV+

Diferencia de

95% de intervalo de confianza

Diferencia de

95% de intervalo de confianza

ORINA medias (I-J) |Desv. Error|  Sig. Limite inferior | Limite superior [RANGO medias (I-J) |Desv. Error| Sig.  |Limite inferior | Limite superior
POOL DOMINANTE INTERMEDIO 2 -2118,367| 1437,370 0,655 -6513,940 2277,206|DOMINANTE  |POOL CONTROL 328,250 1437,370 0,823 -2754,602 3411,103
INTERMEDIO 3 25,591 1607,029 1,000 -4888,809 4939,991 CONTROL |POOL -328,250| 1437,370 0,823 -3411,103 2754,602
SUBORDINADO -367,916| 1437,370 1,000 -4763,489 4027,657|INTERMEDIO 2 |POOL CONTROL 2990,349| 1437,370 0,056 -92,504 6073,202
INTERMEDIO 2 |DOMINANTE 2118,367| 1437,370 0,655 -2277,206 6513,940 CONTROL |POOL -2990,349| 1437,370 0,056 -6073,202 92,504
INTERMEDIO 3 2143,958| 1607,029 0,745 -2770,442 7058,358|INTERMEDIO 3 |POOL CONTROL 272,017 1760,412 0,879 -3503,692 4047,725
SUBORDINADO 1750,451| 1437,370 0,812 -2645,122 6146,024 CONTROL (POOL -272,017| 1760,412 0,879 -4047,725 3503,692
INTERMEDIO 3 |DOMINANTE -25,591| 1607,029 1,000 -4939,991 4888,809|SUBORDINADO (POOL CONTROL 903,462| 1437,370 0,540 -2179,390 3986,315
INTERMEDIO 2 -2143,958| 1607,029 0,745 -7058,358 2770,442 CONTROL |POOL -903,462| 1437,370 0,540 -3986,315 2179,390
SUBORDINADO -393,507| 1607,029 1,000 -5307,907 4520,893|Se basa en medias marginales estimadas
SUBORDINADO [DOMINANTE 367,916| 1437,370 1,000 -4027,657 4763,489
INTERMEDIO 2 -1750,451| 1437,370 0,812 -6146,024 2645,122
INTERMEDIO 3 393,507 1607,029 1,000 -4520,893 5307,907
CONTROL [DOMINANTE INTERMEDIO 2 543,732| 1437,370 0,999 -3851,841 4939,305
INTERMEDIO 3 -30,643| 1607,029 1,000 -4945,043 4883,757
SUBORDINADO 207,296 1437,370 1,000 -4188,277 4602,869
INTERMEDIO 2 |[DOMINANTE -543,732|  1437,370 0,999 -4939,305 3851,841
INTERMEDIO 3 -574,375|  1607,029 1,000 -5488,775 4340,025
SUBORDINADO -336,436| 1437,370 1,000 -4732,009 4059,137
INTERMEDIO 3 |[DOMINANTE 30,643 1607,029 1,000 -4883,757 4945,043
INTERMEDIO 2 574,375| 1607,029 1,000 -4340,025 5488,775
SUBORDINADO 237,939| 1607,029 1,000 -4676,461 5152,339
SUBORDINADO |DOMINANTE -207,296| 1437,370 1,000 -4602,869 4188,277
INTERMEDIO 2 336,436 1437,370 1,000 -4059,137 4732,009
INTERMEDIO 3 -237,939| 1607,029 1,000 -5152,339 4676,461

Se basa en medias marginales estimadas




Tabla Complementaria 4. Comparaciones por parejas basadas en medias marginales estimadas de las variables

densidad celular PV+ y cFos+ de la corteza piriforme. Realizacion de un test ANOVA multivariante de efectos

fijos: Rango y Orina. Las diferencias significativas y tendencias entre parejas se encuentras marcadas en color

amarillo.
Comparaciones por parejas Comparaciones por parejas
Diferencia de 95% de intervalo de confianza Diferencia de 95% de intervalo de confianza
Variable dependiente medias (1-J) |Desv. Error| Sig. |Limite inferior [ Limite superior | Variable dependiente medias (I-J) |Desv. Error| Sig. |Limite inferior|Limite superior
PV+ [POOL DOMINANTE  [INTERMEDIO 1960,970| 1000,792 0,388 -1305,881 5227,822|PV+ |DOMINANTE |POOL CONTROL 229,451 1415,333| 0,874 -2924,107 3383,010
INTERMEDIO -474,254| 1118,919 0,999 -4126,705 3178,197 CONTROL POOL -229,451| 1415,333| 0,874 -3383,010 2924,107
SUBORDINAD 1185,540| 1000,792 0,840 -2081,311 4452,392 INTERMEDIO 2 |POOL CONTROL -1938,367| 1000,792| 0,082 -4168,270 291,535
INTERMEDIO 2 |DOMINANTE -1960,970| 1000,792 0,388 -5227,822 1305,881 CONTROL POOL 1938,367| 1000,792| 0,082 -291,535 4168,270
INTERMEDIO -2435,224| 1118,919 0,286 -6087,675 1217,227 INTERMEDIO 3 |POOL CONTROL 1750,934( 1501,187| 0,271 -1593,920 5095,788
SUBORDINAD -775,430| 1000,792 0,974 -4042,281 2491,421 CONTROL POOL -1750,934| 1501,187| 0,271 -5095,788 1593,920
INTERMEDIO 3 |DOMINANTE 474,254 1118,919 0,999 -3178,197 4126,705 SUBORDINADO [POOL CONTROL -1312,560( 1118,919| 0,268 -3805,667 1180,547
INTERMEDIO 2435224 1118,919 0,286 -1217,227 6087,675 CONTROL POOL 1312,560| 1118,919| 0,268 -1180,547 3805,667
SUBORDINAD 1659,794| 1118,919 0,670 -1992,657 5312,245|cFos+ |DOMINANTE  [POOL CONTROL -1224,946| 3945,715| 0,763| -10016,547 7566,654
SUBORDINADO [DOMINANTE -1185,540 1000,792 0,840 -4452,392 2081,311 CONTROL POOL 1224,946| 3945,715| 0,763 -7566,654 10016,547
INTERMEDIO 775,430| 1000,792 0,974 -2491,421 4042,281 INTERMEDIO 2 |POOL CONTROL -4925,158| 2790,042| 0,108| -11141,759 1291,442
INTERMEDIO -1659,794] 1118,919] 0,670]  -5312,245 1992,657 CONTROL  |POOL 4925,158| 2790,042] 0,108]  -1291,442 11141,759
CONTROL |DOMINANTE  [INTERMEDIO -206,848| 1415,333 1,000 -4826,874 4413177 INTERMEDIO 3 [POOL CONTROL -1791,106| 4185,063| 0,678 -11116,006 7533,795
INTERMEDIO 1047,229| 1733,422 0,993 -4611,124 6705,582 CONTROL POOL 1791,106( 4185,063| 0,678 -7533,795 11116,006
SUBORDINAD -356,471| 1501,187 1,000 -5256,748 4543,806 SUBORDINADO |POOL CONTROL 1638,741| 3119,361| 0,611 -5311,629 8589,111
INTERMEDIO 2 |DOMINANTE 206,848 1415,333 1,000 -4413,177 4826,874 CONTROL POOL -1638,741| 3119,361| 0,611 -8589,111 5311,629
INTERMEDIO 1254,077| 1415,333 0,952 -3365,948 5874,103 (Se basa en medias marginales estimadas
SUBORDINAD -149,623| 1118,919 1,000 -3802,074 3502,828
INTERMEDIO 3 [DOMINANTE -1047,229| 1733,422 0,993 -6705,582 4611,124
INTERMEDIO -1254,077| 1415,333 0,952 -5874,103 3365,948
SUBORDINAD -1403,700] 1501,187] 0,939]  -6303,977 3496,577
SUBORDINADO [DOMINANTE 356,471 1501,187 1,000 -4543,806 5256,748
INTERMEDIO 149,623 1118,919 1,000 -3502,828 3802,074
INTERMEDIO 1403,700| 1501,187 0,939 -3496,577 6303,977
cFOS+|POOL DOMINANTE |[INTERMEDIO 9453,607°|  2790,042 0,041 346,164 18561,050
INTERMEDIO 9051,503 3119,361 0,091 -1130,928 19233,934
SUBORDINAD 8133,365| 2790,042| 0,089 -974,078 17240,808
INTERMEDIO 2 | DOMINANTE -0453,607"| 2790,042| 0,041| -18561,050 -346,164
INTERMEDIO -402,104| 3119,361 1,000| -10584,535 9780,327
SUBORDINAD -1320,243| 2790,042 0,998 -10427,686 7787,200
INTERMEDIO 3 |DOMINANTE -9051,503| 3119,361 0,091 -19233,934 1130,928
INTERMEDIO 402,104 3119,361 1,000 -9780,327 10584,535
SUBORDINAD -918,138| 3119,361 1,000| -11100,569 9264,292
SUBORDINADO |[DOMINANTE -8133,365| 2790,042| 0,089 -17240,808 974,078
INTERMEDIO 1320,243| 2790,042 0,998 -7787,200 10427,686
INTERMEDIO 918,138 3119,361 1,000 -9264,292 11100,569
CONTROL |[DOMINANTE  [INTERMEDIO 5753,395| 3945,715 0,686 -7126,474 18633,265
INTERMEDIO 8485,344| 4832,494 0,502 -7289,210 24259,898
SUBORDINAD 10997,052| 4185,063 0,142 -2664,113 24658,217
INTERMEDIO 2 |DOMINANTE -5753,395| 3945,715 0,686 -18633,265 7126,474
INTERMEDIO 2731,949| 3945,715 0,985 -10147,921 15611,818
SUBORDINAD 5243,657| 3119,361 0,547 -4938,774 15426,088
INTERMEDIO 3 |DOMINANTE -8485,344| 4832,494 0,502 -24259,898 7289,210
INTERMEDIO -2731,949| 3945,715 0,985 -15611,818 10147,921
SUBORDINAD 2511,708| 4185,063 0,993 -11149,457 16172,873
SUBORDINADO [DOMINANTE -10997,052| 4185,063 0,142 -24658,217 2664,113
INTERMEDIO -5243,657| 3119,361 0,547| -15426,088 4938,774
INTERMEDIO -2511,708| 4185,063 0,993 -16172,873 11149,457

Se basa en medias marginales estimadas
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