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RESUMEN

Titulo: Estudio de las bases neurobioldgicas del comportamiento socioafectivo normal y

patolégico en roedores.

El comportamiento socioafectivo es el conjunto de respuestas conductuales
desencadenadas por el estado emocional o afectivo de un congénere durante una interaccién
social. Esta capacidad es fundamental en la ejecucién de funciones adaptativas clave para la
supervivencia en mamiferos, como la defensa del territorio, la agresion, el cuidado parental y la
organizacion social jerarquica. Pese a su relevancia, sus bases neurobiolégicas no han sido
exploradas en profundidad.

El sistema dopaminérgico central ha sido implicado en la regulacion de diversos
comportamientos sociales en roedores. Sin embargo, alun se desconoce si participa en la
discriminacién de estados afectivos de distinta valencia. En este marco, el &rea tegmental ventral
(VTA) destaca como una region de interés dado su rol en el procesamiento de la valencia de
estimulos primarios y condicionados. Por otro lado, numerosos estudios han vinculado a la
dopamina en la fisiopatologia de la esquizofrenia, un trastorno que cursa con alteraciones en el
comportamiento social y, particularmente, en el procesamiento afectivo. Si bien se han
desarrollado diversos modelos animales para estudiar la esquizofrenia, los mismos no han
explorado alteraciones sociales con relevancia traslacional, como las relativas a la discriminacién
de estados afectivos y la interaccion social durante periodos prolongados. En este contexto,
nos propusimos investigar las bases neurobiol6gicas del comportamiento socioafectivo en
condiciones normales y patolégicas en ratones.

Con el objetivo de evaluar el rol de las neuronas dopaminérgicas de la VTA en distintos
aspectos del comportamiento socioafectivo, inhibimos su actividad durante una bateria
comportamental mediante un abordaje quimiogenético. En un paradigma de discriminacion de
estados afectivos, los animales fueron expuestos simultdneamente a un congénere en un estado
neutral y a otro en un estado de valencia positiva o negativa, inducido experimentalmente por
preexposicion a una recompensa o episodios de derrota social, respectivamente. Mientras que
el grupo control estableci6 un sesgo de preferencia por el animal en el estado afectivo
manipulado, la inhibicibn quimiogenética de la poblacion neuronal blanco abolié dicha
preferencia. En contraste, la manipulacién quimiogenética no afecto la discriminacién basica de
estimulos sociales en una prueba de preferencia y reconocimiento social.

Con el fin de evaluar el impacto de una manipulacion fisiopatoldgica relevante para la
esquizofrenia sobre el comportamiento socioafectivo, utilizamos ratones mutantes Grinl KO que
carecen de receptores NMDA funcionales en un grupo de interneuronas GABAérgicas

corticolimbicas desde una etapa temprana del desarrollo. Nuestro equipo reporté previamente
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gue este modelo murino presenta indicadores preliminares de disfuncion social y alteraciones
dopaminérgicas espontaneas, secundarias a la manipulacibn genética. En esta tesis
demostramos que, a diferencia de sus controles, los mutantes Grinl KO fueron incapaces de
discriminar a sus congéneres en funcion de sus estados afectivos, fueran estos inducidos de
forma apetitiva o aversiva. Este déficit no se extendié a otras formas de discriminacion, como la
gue se da entre un estimulo social y un objeto inanimado o entre congéneres de distinta novedad.
Asimismo, los ratones Grinl KO exhibieron dificultades funcionales en diferentes contextos
sociales, como la formacion de jerarquias y la defensa del territorio frente a intrusos.
Finalmente, en un nuevo paradigma disefiado para monitorear la interaccion entre pares durante
periodos prolongados, los mutantes Grinl KO evidenciaron un fenotipo de retraimiento social,
el cual fue revertido mediante un tratamiento subcrénico con el antipsicético clozapina.

En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que el sistema dopaminérgico del cerebro
medio desempefia un papel en el comportamiento socioafectivo normal y que la hipofuncién
glutamatérgica constituye un mecanismo fisiopatolégico relevante para las alteraciones

socioafectivas presentes en trastornos neuropsiquiatricos como la esquizofrenia.

Palabras clave: comportamiento socioafectivo, dopamina, area tegmental ventral,

guimiogenética, receptor NMDA, mutante Grinl KO, interneuronas, esquizofrenia.



ABSTRACT

Title: Study of the neurobiological basis of normal and pathological socio-affective

behavior in rodents.

Socio-affective behavior is a set of behavioral responses triggered by the emotional or
affective state of a conspecific during social interaction. This capacity is fundamental for
performing adaptive functions that are crucial for survival in mammals, such as territorial defense,
aggression, parental care, and hierarchical social organization. Despite its relevance,
its neurobiological bases have not been thoroughly explored.

The central dopaminergic system has been implicated in the regulation of various social
behaviors in rodents. However, its role in the discrimination of affective states of different valence
remains unknown. The ventral tegmental area (VTA) emerges as a region of interest given its role
in encoding the valence of both primary and conditioned stimuli. Additionally, dopamine has been
extensively linked to the pathophysiology of schizophrenia, a disorder associated with disruptions
in social behavior and, particularly, in affective processing. Although several animal models have
been used to study this condition, most have not addressed social deficits with translational
relevance, such as those related to affective state discrimination and prolonged social interaction.
In this context, we investigated the neurobiological bases of socio-affective behavior under both
normal and pathological conditions in mice.

To assess the role of VTA dopaminergic neurons in different aspects of socio-affective
behavior, we chemogenetically inhibited their activity during a behavioral test battery.
In an affective state discrimination paradigm, animals were simultaneously presented with one
conspecific in a neutral state and another in either a positive or negative affective state,
experimentally induced by prior exposure to a reward or social defeat, respectively. While control
animals developed a preference bias toward the conspecific in the manipulated affective state,
chemogenetic inhibition of the target neuronal population abolished this preference. In contrast,
this manipulation did not affect the discrimination of basic social stimuli in a social preference and
recognition test.

To evaluate the impact of a pathophysiological manipulation relevant to schizophrenia on
socio-affective behavior, we used Grinl KO mutant mice, which lack functional NMDA receptors
in a subset of corticolimbic GABAergic interneurons from early development. Our team previously
reported that this mouse model exhibits preliminary indicators of social dysfunction and
spontaneous dopaminergic alterations secondary to the genetic manipulation. In this thesis,
we demonstrate that, unlike their controls, Grinl KO mutants were unable to discriminate between
conspecifics based on their affective states, whether induced appetitively or aversively.

This deficit did not extend to other forms of discrimination, such as between a social stimulus and
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an inanimate object or between conspecifics of different novelty. Additionally, Grinl KO mice
exhibited functional deficits in various social contexts, such as hierarchy formation and territorial
defense against intruders. Finally, in a novel paradigm designed to monitor peer interaction over
extended periods, Grinl KO mutants displayed a social withdrawal phenotype, which was
reversed by subchronic treatment with the antipsychotic clozapine.

Taken together, our findings suggest that the midbrain dopaminergic system plays a role
in normal socio-affective behavior and that glutamatergic hypofunction constitutes a relevant
pathophysiological mechanism for the socio-affective alterations observed in neuropsychiatric
disorders such as schizophrenia.

Keywords: socio-affective behavior, dopamine, ventral tegmental area, chemogenetics, NMDA

receptor, Grinl KO mutant, interneurons, schizophrenia.



INTRODUCCION

1. Comportamiento socioafectivo en roedores

El comportamiento social abarca toda forma de comunicacién o interaccién entre
individuos de una misma especie. Su flexibilidad y dinamismo son fundamentales para facilitar la
adaptacion a entornos cambiantes, lo que contribuye a la supervivencia y al éxito reproductivo
[1]. Las bases neurobioldgicas que subyacen al comportamiento social normal y patologico han
sido estudiadas frecuentemente mediante el uso de modelos animales. En particular,
los roedores han sido ampliamente utilizados debido a la disponibilidad de herramientas
genéticas avanzadas, la similitud entre sus circuitos neuronales y sistemas neuroquimicos con
los del ser humano y su complejo repertorio de comportamientos sociales, que incluye la
agresividad, la jerarquia social, el marcado territorial, el anidamiento comunal, la recompensa
social, la cooperacién y los comportamientos sexuales y parentales [2, 3]. En este trabajo nos
enfocaremos en la interaccién social general y el comportamiento socioafectivo en ratones.

Durante décadas, la investigacion basica en neurociencia social ha dependido de un
namero limitado de paradigmas conductuales simples, como el test de interaccion social libre y
el test de tres camaras. En el primero, se evalla el comportamiento espontaneo de una diada de
animales desconocidos en una arena abierta, midiéndose la cantidad y tipo de interacciones
como indicadores de interés social [4]. En el segundo, el animal evaluado es expuesto a
estimulos sociales e inanimados en una camara de tres compartimentos, estudiandose dos
dimensiones clave: la preferencia social o sociabilidad —definida como la tendencia a explorar
durante mayor tiempo a un congénere en comparacion con un objeto— y el reconocimiento social
—entendido como un sesgo de exploracion hacia un congénere novedoso frente a uno
presentado previamente [5]. Pese a su popularidad, estos paradigmas reducen la complejidad
del comportamiento social a un nimero limitado de indicadores, ignorando las interacciones
sociales de mayor validez ecolégica, como las que ocurren durante periodos prolongados y entre
mas de dos congéneres [6]. En consecuencia, la extrapolacion de los resultados obtenidos en
modelos animales al ser humano se ve severamente limitada, lo que dificulta la evaluacion de
farmacos para el tratamiento de alteraciones sociales presentes en diversos trastornos
neuropsiquiatricos, como el autismo o la esquizofrenia [7]. Por lo tanto, se ha vuelto necesario
adoptar un enfoque que integre multiples aspectos del comportamiento social y que capture su
dindmica y plasticidad a lo largo del tiempo.

Las interacciones sociales estan intimamente relacionadas con la capacidad de detectar,
evaluar y responder adaptativamente a los estados emocionales expresados por pares.
Las emociones han sido caracterizadas como estados labiles e independientes de la evaluacion

consciente, desencadenados por estimulos intrinsecos o extrinsecos, procesados por circuitos
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neuronales especificos y que dan lugar a un conjunto de respuestas conductuales, somaticas,
cognitivas vy fisiologicas [8, 9]. Asimismo, los estados emocionales se clasifican mediante dos
dimensiones: la valencia hedénica —que oscila entre el placer y la aversion— y el nivel de
excitacion y alerta del individuo —que varia entre la sedacion y la activacion [10].
Los términos emocion y afecto han sido utilizados de manera ambigua en estudios del
comportamiento animal [11, 12] y el esfuerzo por establecer una distincion tedrica entre los
mismos carece de sustento experimental [13, 14]. Por ende, en este trabajo los consideramos
anélogos y empleamos el término comportamiento socioafectivo para referirnos a la respuesta
comportamental desencadenada por un estado emocional o afectivo expresado por un
congénere en el contexto de una interaccién social.

Mientras que los seres humanos poseen una capacidad socioafectiva altamente
desarrollada que puede manifestarse a través de procesos complejos como la empatia, la toma
de perspectiva y la compasion [15], en las ultimas décadas se ha demostrado que algunas de
estas funciones estan conservadas evolutivamente en otras especies, si bien bajo formas mas
rudimentarias. Por ejemplo, diversos estudios han evidenciado que los roedores poseen la
capacidad de reflejar las emociones de sus congéneres (denominada contagio emocional),
de consolarlos mediante lamidos y acicalamientos luego de situaciones estresantes e, incluso,
de liberarlos de situaciones aversivas sin recibir una recompensa tangible [16-21].
Estos comportamientos de caracter prosocial evidencian la existencia de una capacidad basica
para procesar los estados emocionales de sus pares. Estudios recientes han demostrado que
los roedores de ambos sexos no sélo son capaces de reaccionar al estado afectivo expresado
por un congénere, sino que también pueden discriminar estados afectivos de distinta valencia
[11, 12, 22-31], lo que les permite sesgar preferencialmente su comportamiento social hacia un
par que comunica informacién con relevancia adaptativa. Con el fin de evaluar dicha capacidad
de forma experimental, se han desarrollado paradigmas de preferencia socioafectiva basados en
pruebas de reconocimiento facial de emociones en humanos [32]. En breve, el animal evaluado,
también llamado observador, es expuesto a dos congéneres novedosos denominados
demostradores: uno se encuentra en un estado neutral y el otro en un estado afectivo alterado
producto de una manipulacién experimental previa. Para inducir un estado afectivo de valencia
negativa se han utilizado diversos protocolos aversivos que incluyen restriccion fisica [12, 23, 24,
28, 29], descargas eléctricas [11, 22, 24-27], aislamiento social [28, 29, 31] y deprivacion de
comida [30]. Por otro lado, para inducir un estado afectivo positivo asociado al alivio se ha
empleado el restablecimiento del alimento [30] y del agua [11, 12, 23, 29] tras un periodo de
deprivacion. Hasta la fecha, se ha evaluado la conducta del animal observador durante intervalos
menores a diez minutos, encontrandose diferencias marcadas en la exploracion de los
demostradores solo durante los primeros minutos de interaccion social. En la mayoria de los

estudios, se ha observado una preferencia marcada por el congénere en el estado afectivo
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alterado de forma positiva 0 negativa con respecto al animal naive, aunque se ha reportado que
factores como la edad [22] y la familiaridad [25] de los demostradores pueden modular esta
preferencia. Dado que el observador no presencio ni experimento la manipulacion previa de sus
pares, un sesgo de exploraciébn consistente hacia uno de los demostradores refleja el
reconocimiento de los estados afectivos expresados en el contexto de la interaccion social.

El estado afectivo experimentado por un roedor puede influir en el comportamiento de un
congénere gracias a la participacion de la Red de Toma de Decisiones Sociales (Social Decision-
Making Network), un sistema de estructuras cerebrales interconectadas que permite el
reconocimiento y la integracion de las sefiales sensoriales provenientes de un congénere,
el procesamiento de la informacién y la produccion de una decision comportamental de caracter
social [33, 34]. Esta red incluye el palido ventral, el septum lateral y el nucleo del lecho de la
estria terminal, junto con distintas estructuras del sistema dopaminérgico mesolimbico como el
area tegmental ventral (VTA), el nacleo accumbens, la amigdala y el hipocampo. Se ha propuesto
gue la informacién multisensorial de las sefiales socioafectivas es detectada como saliente por
la VTA del cerebro medio, integrada con la relativa a la valencia en la amigdala basolateral y
contextualizada en el hipocampo a fin de asociarla a la identidad del congénere y a experiencias
previas [35]. Ademas, el valor de recompensa de la interaccién social es evaluado por el nlcleo
accumbens, que transmite la informacion a otras estructuras de la red involucradas en conductas
dirigidas a metas, como la corteza prefrontal medial, el septum lateral y el ntcleo del lecho de la
estria terminal, para dar curso a una respuesta comportamental de aproximacion o evitacion
social en funcion del riesgo o recompensa asociado a las sefiales socioafectivas puestas en
juego [35].

Recientemente, se ha comenzado a dilucidar el papel de diversas estructuras y circuitos
cerebrales de la Red de Toma de Decisiones Sociales en la discriminacion de estados afectivos
de distinta valencia. La evidencia disponible apunta a la existencia de un sustrato comun entre
especies que involucra a la amigdala central [11] y basolateral [27], la corteza retrosplenial [23],
la insula [22, 26, 27], la corteza prefrontal medial [12, 23, 28, 29] y el nucleo accumbens [26].
Sin embargo, los mecanismos neurobiolégicos que subyacen al comportamiento socioafectivo

siguen siendo objeto de una intensa investigacion.
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2. Rol de la dopamina en el comportamiento social

Numerosos estudios respaldan el rol de los neuropéptidos hipotaldmicos oxitocina y
vasopresina en la regulacion de diversos comportamientos sociales [36, 37]. Mientras que la
oxitocina participa en el cuidado materno, la formacion de vinculos de pareja y el comportamiento
prosocial [38], la vasopresina esta implicada en el reconocimiento social, la comunicacién y la
agresion, especialmente en machos [39]. Ambos sistemas de neuropéptidos interactian
estrechamente con el sistema dopaminérgico [40], tradicionalmente vinculado al control motor,
la motivacién y la sefalizacion de recompensas [41] y que, en las Ultimas décadas, ha emergido
como un modulador clave de respuestas sociales complejas. El sistema nervioso central de los
mamiferos cuenta con un grupo de vias dopaminérgicas principales (ver Box 1), entre las cuales
el tracto mesocorticolimbico ha sido el principal implicado en la regulacién del comportamiento
social en roedores. EI mismo proyecta desde la VTA, ubicada en el mesencéfalo, a diversas
estructuras de la Red de Toma de Decisiones Sociales involucradas en el procesamiento de
informacion social y emocional, como la corteza prefrontal, el ndcleo accumbens y la amigdala
[42, 43].

En las Ultimas décadas, se han utilizado técnicas avanzadas para interrogar el rol de la
dopamina en diversos aspectos del comportamiento social. Los primeros hallazgos, obtenidos
mediante microdialisis in vivo, revelaron que la exposicion a congéneres novedosos incrementa
los niveles ténicos de dopamina en el ndcleo accumbens y la corteza prefrontal medial [44].
El desarrollo posterior de la voltametria ciclica de barrido rapido permiti6 medir cambios en la
concentracion de dopamina extracelular con una mayor resolucién temporal que la microdialisis.
De este modo, se observaron aumentos fasicos de los niveles de dopamina en el ndcleo
accumbens en respuesta a interacciones libres y breves con distintos tipos de congéneres,
incluyendo machos adultos, hembras receptivas y no receptivas [45, 46]. Mas adelante,
un estudio utilizé fotometria de fibras en tiempo real para investigar el rol de las neuronas
dopaminérgicas de la VTA en la interaccion social libre con un animal novedoso del mismo sexo
[47]. La actividad de esta poblacion neuronal aument6 marcadamente durante los primeros
episodios de interaccion social y se habitu6 en estadios posteriores. Para discriminar el
componente social del efecto de la novedad general, los animales también fueron expuestos a
un objeto desconocido. Si bien la exploraciéon de dicho objeto generé una sefial de calcio de una
amplitud similar a la observada durante la interaccion con el congénere, la actividad neuronal se
aline6 con el final del contacto, pero no con su inicio, lo que sugiere que las neuronas
dopaminérgicas de la VTA codifican de manera distinta la informacion asociada a estimulos
sociales e inanimados. Por otra parte, la manipulacién optogenética de estas neuronas logré
modular bidireccionalmente el comportamiento social: mientras que su activacion aumenté la

interaccion social con el congénere novedoso, su inhibicion la redujo [47]. Cabe mencionar que
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dicha modulacion se limité al comportamiento social, ya que no se observo durante la exposicion
al objeto. Otro trabajo reportd que la inhibicion quimiogenética de la actividad dopaminérgica de
la VTA no afecta la preferencia por un congénere frente a un objeto inanimado en el test de tres
camaras [48]. Sin embargo, esta manipulaciébn suprime la preferencia por un congénere
novedoso frente a uno familiar, induciendo simultdneamente un fenotipo de hipolocomocion.
Este estudio también demostré que la actividad dopaminérgica de la VTA es necesaria para que
la interaccion social novedosa resulte reforzante, lo que favorece la formacién de una asociacion
contextual en el paradigma de preferencia de lugar condicionada. Una investigacion posterior
demostré que la poblacion neuronal mencionada cumple un rol en el aprendizaje por refuerzo
social mediante la codificacibn del error de prediccibn social, que permite ajustar el
comportamiento en funcién de la discrepancia entre las expectativas y el resultado real de una
interaccion con un congénere [49]. Por dltimo, un estudio reciente utilizé el sensor GRABDA2m
para analizar con alta resolucién temporal y especificidad celular la dinAmica de la liberacion
dopaminérgica en el nlcleo accumbens durante varios comportamientos sociales en ratones [50].
Los resultados mostraron un aumento gradual de los niveles de dopamina durante la
aproximacion a un congénere novedoso de igual o distinto sexo, lo que sugiere que la dopamina
sefaliza la motivacién por iniciar una interaccién social. Los niveles de dopamina aumentaron
aln mas durante la investigacién inicial del congénere, pero se adaptaron con la repeticion de
los episodios de investigacion, reflejando la reduccion en la novedad del estimulo social
presentado. Un patréon similar se observé en el paradigma de habituacién-deshabituacion social,
donde tanto la respuesta dopaminérgica como la exploracion social disminuyeron
progresivamente con la exposicidon repetida a un mismo congénere y se recuperaron al
presentarse un nuevo sujeto. La habituacién de la respuesta comportamental fue abolida a través
de la estimulacion optogenética de las terminales dopaminérgicas de la VTA en el ndcleo
accumbens, permitiendo una exploracion sostenida del congénere familiar. El estudio también
revelé un dimorfismo sexual en la liberacién de dopamina durante conductas consumatorias de
apareamiento, con una mayor liberacibn en machos que en hembras. Finalmente, en el
paradigma de residente-intruso, se identificaron patrones opuestos de actividad dopaminérgica.
Como residentes, los ratones mostraron un aumento en la liberacién de dopamina durante
episodios de agresion hacia un congénere del mismo sexo. En cambio, cuando actuaron como
intrusos, la actividad dopaminérgica disminuyd de manera consistente durante los episodios de
derrota social. Estos hallazgos sugieren que la dopamina no sélo sefaliza la motivacion y la
novedad social, sino que también codifica la valencia de las experiencias sociales.

Como puede observarse, la evidencia disponible otorga un papel central ala VTAy a sus
regiones de proyeccion en diversos aspectos del comportamiento social. Actualmente,
se considera a esta regiéon mesencefalica como una estructura cerebral heterogénea formada

por subpoblaciones de neuronas dopaminérgicas que codifican diferentes aspectos de un evento
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[51]. Por un lado, un tipo de neuronas dopaminérgicas codifican la valencia o valor motivacional
de estimulos primarios o condicionados. Por ejemplo, reforzadores positivos como la comida o
claves predictoras de una recompensa inducen respuestas excitatorias rapidas en las neuronas
de la VTA que proyectan al ndcleo accumbens [41]. En contraste, experiencias aversivas como
pinchazos en una pata o soplidos de aire en el rostro inducen una respuesta neuronal menos
homogénea, reportandose tanto aumentos como inhibiciones en su actividad [52, 53].
Por otro lado, otro tipo de neuronas dopaminérgicas codifica la saliencia motivacional de un
evento, es decir, responden a estimulos relevantes o que capturan la atencion pero no frente a
aquellos de caracter neutral [41, 54]. Un estudio reciente investigé el papel de distintos
ensambles neuronales de la VTA en comportamientos adaptativos impulsados por estimulos de
distinta valencia [55]. Mediante la técnica de recombinacién dirigida en poblaciones activas
(Targeted Recombination in Active Populations o TRAP), se identificaron dos poblaciones de
neuronas funcionalmente distintas e intercaladas topograficamente, pero no superpuestas,
reclutadas de forma selectiva ante experiencias positivas (como la administracion de un opioide)
0 negativas (como el estrés social agudo). Asimismo, la investigacion revel6 que ambos
ensambles estaban conformados por una proporcién equivalente de distintos tipos neuronales,
con una sobrerrepresentacién de neuronas dopaminérgicas con respecto a las GABAérgicas y
glutamatérgicas. Por otra parte, los ensambles demostraron una reactivacion especifica frente a
estimulos congruentes con su valencia original (como una recompensa alimentaria y un shock
eléctrico) incluso semanas después, lo que sugiere una estabilidad significativa en la respuesta
neuronal a largo plazo. El estudio también demostré que la reactivacion quimiogenética de estas
dos poblaciones de neuronas de la VTA es suficiente para inducir respuestas de preferencia o
evitacion condicionada a un contexto, replicando los efectos comportamentales de las
manipulaciones apetitivas y aversivas mencionadas en un principio. Ademas, la inhibicion
guimiogenética de los ensambles logré bloquear por completo dichos efectos. Por ultimo,
un hallazgo clave de este trabajo fue que, aunque los ensambles identificados representan sélo
el 10% de las neuronas de la VTA, son capaces de modular de manera significativa los
comportamientos motivados por experiencias apetitivas y aversivas.

En conclusion, numerosos estudios en roedores han implicado al sistema dopaminérgico
central —y en particular a las neuronas dopaminérgicas de la VTA— en el procesamiento de
informacion de caracter social, incluyendo la valencia del congénere. No resulta sorprendente,
entonces, que diversos trastornos psiquiatricos que afectan este sistema cursen, a su vez,
con alteraciones en el comportamiento social. El siguiente apartado se centrar4d en la
esquizofrenia, con un analisis detallado de las disfunciones socioafectivas que caracterizan su

presentacion clinica.
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Box 1. Sistema dopaminérgico central

En el cerebro de los mamiferos, existen cuatro vias neuronales que utilizan la
dopamina como neurotransmisor principal [42]. Arriba: La via nigroestriatal, que se origina
en la sustancia nigra pars compacta (area A9) y proyecta hacia el estriado dorsal,
esta involucrada en el control de la funcion motora y la formacion de hébitos y su disfuncion
se relaciona con los sintomas motores de la enfermedad de Parkinson [42, 56].
Abajo: Por su parte, la via mesocortical, que proyecta desde la VTA (area A10) hacia la
corteza prefrontal, cingulada y entorrinal, estd vinculada a funciones emocionales,
cognitivas y motivacionales y su alteracion se asocia con trastornos psiquiatricos como la
esquizofrenia y la depresion [42, 56]. También originada en la VTA, la via mesolimbica
proyecta hacia el nlcleo accumbens, la amigdala, el hipocampo, la corteza piriforme y el
tubérculo olfatorio y cumple un rol clave en los comportamientos motivados, el aprendizaje
por refuerzo y el procesamiento de recompensas, siendo su disfuncion un factor clave en
las conductas compulsivas y adictivas [42, 56]. Finalmente, la via tuberoinfundibular,
gue parte de los nlcleos arcuato y paraventricular del hipotalamo (area Al2) hacia la
eminencia media de la glandula pituitaria, regula la sintesis y secrecién de prolactina y su
alteracion se relaciona con trastornos metabdlicos y de fertilidad [42, 56]. Esquemas
adaptados de [57].
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3. Alteraciones socioafectivas en la esquizofrenia humana

El estudio del comportamiento social es fundamental no sélo para dilucidar las bases
neurobiolégicas que sustentan su manifestacion tipica, sino también para identificar los
mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen a fenotipos sociales anémalos, como los que se
observan en diversos trastornos neuroldgicos y psiquiatricos. Entre ellos, la esquizofrenia se
destaca como una de las principales causas de carga global de enfermedad [58] y constituye un
importante problema de salud publica dado su inicio temprano, curso crénico y gran impacto
subjetivo [59].

En la esquizofrenia existe un amplio repertorio de sintomas (ver Box 2), entre los que se
destacan las alteraciones en el plano interpersonal. Estas incluyen dificultades para reconocer
emaociones, inferir intenciones ajenas, formar y mantener relaciones con pares y desenvolverse
adecuadamente en diferentes contextos sociales [60]. A su vez, estas dificultades estan
intimamente vinculadas a la cognicion social, entendida como el conjunto de operaciones
mentales involucradas en el reconocimiento, procesamiento y utilizaciéon de informacion
socialmente relevante [61]. Estos procesos estan profundamente alterados en la esquizofrenia
desde una etapa temprana del trastorno, anteceden al primer episodio psicético,
son relativamente estables a lo largo del tiempo y poseen cierto grado de independencia de los
déficits neurocognitivos generales, como los que afectan la memoria y la atencién [62-66].
Pese al gran impacto de las alteraciones en la cognicion social sobre la calidad de vida, la eficacia
de los farmacos antipsicoticos sobre las mismas sigue siendo controversial [62, 67, 68].
Los estudios disponibles han arrojado resultados inconsistentes y la mayoria de ellos carece de
tamafios de muestra significativos, aleatorizacion y seguimiento prolongado de los sujetos
evaluados [69]. Algunas intervenciones psicoterapéuticas, como el entrenamiento en cognicion
social y la terapia de remediacion cognitiva, han mostrado resultados prometedores en la mejora
sintomatolégica y funcional de los pacientes, aunque existe variabilidad en el enfoque de los
tratamientos y en las muestras de sujetos reclutados, lo cual exige interpretar estos resultados
con cautela [70, 71].

La cognicién social ha sido considerada como un constructo multidimensional conformado
por varios dominios fundamentales, incluyendo el procesamiento emocional, la percepcion y el
conocimiento social, la mentalizacion y el estilo atribucional [64]. El componente sociocognitivo
mas estudiado es el procesamiento emocional, que es la capacidad de percibir y usar la
informacion emocional de forma adaptativa. El mismo ha sido frecuentemente evaluado mediante
pruebas de reconocimiento y discriminacion afectiva en rostros humanos: en las primeras, se
expone a los sujetos evaluados a fotografias estaticas o a reproducciones dinamicas de
expresiones faciales de diversas emociones primarias y universales como la sorpresa, la alegria,

el miedo, la tristeza, la ira 0 el asco; en las segundas, se presenta uno de estos estimulos junto
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con un rostro en un estado neutral, con el fin de efectuar una comparacién entre rostros de
distinta valencia [61, 72]. Numerosos estudios han demostrado que las personas con
esquizofrenia tienen dificultades para reconocer y discriminar estados afectivos en rostros con
valencia negativa y positiva, lo que apunta a una alteracion global de esta capacidad [73-75].
Distintos metaandlisis de estudios de resonancia magnética funcional han vinculado esta
deficiencia a una hipoactivacion de areas del cerebro involucradas en el procesamiento afectivo,
como la amigdala, la corteza prefrontal y el hipocampo [61]. Es importante destacar que el déficit
en el procesamiento emocional no parece extenderse a la percepcion facial de caracter no
afectivo, ya que el desempefio de los pacientes es equivalente a la de los controles cuando se
les pide discriminar estimulos por sexo o edad [61]. Pese a que se han reportado alteraciones en
tareas de emparejamiento de identidad y de reconocimiento de la familiaridad de los rostros,
las mismas son atenuadas cuando se administran pruebas con una menor demanda mnésica o
atencional [73]. Ademas de los estudios utilizando rostros, también se ha evaluado la percepcion
de estados afectivos a través de las propiedades acusticas del habla conocidas como prosodia.
Para ello, se han utilizado pruebas que utilizan como estimulo oraciones con y sin entonacién
emocional, evaludndose el reconocimiento y la discriminacién de los estados afectivos
expresados [72]. En estos estudios se han reportado déficits comportamentales consistentes en
la esquizofrenia, asociados a alteraciones funcionales en regiones como la insula, el giro frontal
inferior, el giro temporal superior, la corteza auditiva primaria y la corteza prefrontal medial
[61, 76, 77].

Diversos estudios han demostrado que los déficits en la cognicion social en general
[63, 78] y en el procesamiento emocional en particular [79-83] son buenos predictores de las
dificultades en el funcionamiento social en pacientes con esquizofrenia, entendido como la
capacidad de asumir roles socialmente definidos, ajustarse a las normas y desempefiarse en
distintos contextos sociales [84]. En los pacientes, la disfuncién social se manifiesta a través de
dificultades para establecer y mantener relaciones interpersonales, una participacion comunitaria
limitada y un desempefio deficiente en entornos estructurados, como el ambito ocupacional
[85-87]. Tanto las alteraciones en el procesamiento emocional como las dificultades en el
funcionamiento social se han asociado con el sintoma negativo del retraimiento social o
asocialidad [88, 89], definido como el abandono progresivo de los vinculos con pares derivado
de una reduccion pasiva de la motivacién para relacionarse o de una evitacion activa de las
interacciones sociales [90, 91]. De este modo, la evidencia disponible apunta a una interrelacion
significativa entre los déficits en la cognicion social —incluyendo el procesamiento emocional—,
el retraimiento social y las dificultades en el funcionamiento social en distintos &mbitos.

Una vez establecida la relevancia de las alteraciones socioafectivas de la esquizofrenia,
resulta necesario interrogar sus bases fisiopatologicas. Para ello, los modelos animales

representan una herramienta fundamental, ya que permiten examinar, en condiciones
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experimentales controladas, la disfuncién de mecanismos neurobiol6gicos vinculados a dominios

patolégicos especificos.

Box 2. Caracteristicas clinicas de la esquizofrenia

Los criterios diagnosticos de la esquizofrenia han experimentado una evolucién
significativa a lo largo del tiempo. Aunque actualmente no se dispone de un sistema
diagnéstico Unico, se reconocen ciertos signos y sintomas que suelen estar presentes en
el trastorno [92]. Se han propuesto diferentes modelos dimensionales para agrupar estos
sintomas en clusteres o dominios psicopatolégicos, cuya manifestacién varia en intensidad
y proporcion entre pacientes y a lo largo del curso del trastorno, sin ser necesariamente
especificos al mismo [93]. Ademas, estas dimensiones no sélo reflejan variaciones en la
presentacion clinica, sino que también se vinculan con procesos etiolégicos y
fisiopatoldgicos especificos, como marcadores biol6gicos o endofenotipos [92].

Clasicamente, los sintomas de la esquizofrenia se han organizado en tres dominios
psicopatolégicos principales: positivo, negativo y cognitivo. Los sintomas positivos reflejan
una ruptura con la realidad y se manifiestan como una distorsion o exceso de las funciones
mentales normales, incluyendo delirios, alucinaciones y pensamiento desorganizado [94].
Estas manifestaciones suelen ser de inicio agudo y de duracion limitada, tienen una buena
respuesta al tratamiento farmacologico y se asocian con un buen prondstico [95].
Los sintomas negativos, en cambio, son desordenes de omisién, ya que implican una
disminucion o pérdida de funciones psicoldgicas normales [94]. Estas alteraciones suelen
preceder al primer episodio psicético, se asocian con un marcado deterioro funcional vy,
en general, muestran escasa respuesta al tratamiento [96]. Las mismas incluyen la apatia
(o falta de interés), la anhedonia (o incapacidad para experimentar placer),
el embotamiento afectivo (o disminucién en la expresién emaocional), la abulia (falta de
energia, pérdida de iniciativa e inconstancia en las actividades), la alogia (pobreza del
lenguaje) y el retraimiento social [91]. Por dltimo, los sintomas cognitivos comprenden
alteraciones en diversos procesos mentales que permiten percibir, interpretar, almacenar
y utilizar la informacién, como la atencién, la memoria de trabajo, el aprendizaje y la
memoria de tipo verbal y visual, el razonamiento y la resolucion de problemas, la velocidad
de procesamiento y la cognicion social [97]. Los sintomas cognitivos son generalmente
estables a lo largo del tiempo, suelen preceder a la aparicion de los sintomas psicéticos y
constituyen predictores confiables del funcionamiento del paciente en areas como la vida

social, el desempefio laboral y la calidad de vida general [98, 99].
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4. Modelos murinos e hipotesis fisiopatologicas de la esquizofrenia

Los modelos animales son herramientas Utiles para disecar conductas y estudiar la
fisiopatologia de diversas enfermedades. Los mismos constituyen manipulaciones
experimentales basadas en analogias, mediante las cuales se transfiere informacién de una
fuente a un objetivo a partir de caracteristicas compartidas entre ambos [100]. Para que un
modelo animal resulte util, debe cumplir al menos con uno de los criterios de validez establecidos
en el campo. La validez de apariencia hace referencia a la capacidad del modelo para recrear la
fenomenologia clinica, es decir, los signos y sintomas detectados en pacientes con una
determinada condicién [101]. Por su parte, la validez de constructo esta relacionada con los
mecanismos que subyacen a la producciébn de la sintomatologia observable [102].
También abarca factores ontopatogénicos tempranos —que aumentan la vulnerabilidad a la
enfermedad— y factores desencadenantes tardios —que precipitan su aparicion [103].
Por dltimo, la validez predictiva o farmacolégica evalia si el modelo responde a las
intervenciones terapéuticas de manera analoga a los pacientes en el contexto clinico [104].

En las dltimas décadas, se ha cuestionado la efectividad de los enfoques holisticos que
intentan reproducir el sindrome complejo y heterogéneo de la esquizofrenia en un solo modelo
animal [105]. Es mas, actualmente se considera que este trastorno podria no ser una entidad
patolégica Unica sino un conjunto de dominios o clisteres de sintomas (como los positivos,
negativos y cognitivos) asociados a etiologias y procesos fisiopatolégicos especificos [92].
Ademas, la intensidad de estos dominios varia entre pacientes, al igual que sus trayectorias
durante el desarrollo y su respuesta al tratamiento [93]. Por ello, la adopcién de un enfoque
reduccionista podria ser una estrategia mas realista y eficaz para estudiar los mecanismos
neurobiol6égicos que subyacen a un conjunto determinado de sintomas, como las alteraciones en
el comportamiento socioafectivo. La necesidad de realizar estudios preclinicos para identificar
posibles puntos de acceso terapéutico en la esquizofrenia se enfrenta a la disponibilidad limitada
de modelos animales capaces de reproducir fenotipos sociales con validez traslacional, como las
alteraciones en la discriminacién de estados afectivos o el retraimiento social. En estos modelos,
la sociabilidad suele reducirse a la medicién de la aproximacion social, la preferencia social o la
interaccion libre a corto plazo, como se menciond en el primer apartado de este trabajo [7].
Asimismo, hasta el momento no se ha evaluado el impacto de una manipulacion fisiopatol6gica
relevante para la esquizofrenia sobre el comportamiento socioafectivo, pese a la disponibilidad
de paradigmas que permiten estudiar esta clase de fenotipos.

Si bien algunos modelos animales pueden representar un trastorno con mayor fidelidad
qgue otros, definir qué constituye un buen modelo a menudo desvia la atencién del objetivo
principal detrds de su desarrollo: poner a prueba distintas hipétesis sobre la fisiopatologia del

trastorno [106]. Pese a que la etiologia de la esquizofrenia ha sido objeto de amplio debate hasta
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la actualidad, existe consenso en identificar a la dopamina como un agente central en su
fisiopatologia. Con base en estudios de farmacologia, de neuroimagen y postmortem en
humanos, la hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia propone un desbalance en la liberacion
de dopamina a nivel cortical y subcortical. La hiperdopaminergia en la proyeccion mesoestriatal
resulta en una estimulacién exacerbada de los receptores de tipo D2 y en el desarrollo de
sintomas psicéticos del trastorno —como los delirios y alucinaciones—, mientras que la
hipodopaminergia en la proyeccién mesocortical y mesolimbica resulta en una estimulacion
disminuida de los receptores de tipo D1 y en sintomas negativos y cognitivos —como el déficit
en la memoria de trabajo y en la motivacion [107].

Pese a que la hipétesis dopaminérgica sigue siendo el principal marco explicativo en el
campo de la esquizofrenia, la limitada eficacia de los farmacos antagonistas de los receptores
D2 sobre los sintomas negativos y cognitivos sugiere que otros sistemas de neurotransmision
estan implicados en la etiologia y fisiopatologia del trastorno [108]. Ademas, se ha propuesto que
el desbalance dopaminérgico podria ser consecuencia de un déficit primario a nivel cortical.
En condiciones normales, el equilibrio entre la actividad excitatoria e inhibitoria de la corteza es
fundamental para el procesamiento eficiente de la informacién y para sostener las funciones
cognitivas superiores [109]. Este balance depende, en gran medida, de las interneuronas
GABAérgicas que regulan la actividad de las neuronas piramidales en el microcircuito cortical.
En la esquizofrenia, se ha evidenciado una alteracién en el control inhibitorio que afecta las
oscilaciones y la sincronizacion neuronal [110, 111]. Esta disfuncién podria reducir el control
ejercido por las neuronas piramidales de la corteza sobre estructuras subcorticales, promoviendo
indirectamente la hiperactividad de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo y
contribuyendo a la hiperdopaminergia observada en el estriado ventral [112, 113].

En este contexto, y con el objetivo de integrar las principales hipotesis fisiopatolégicas de
la esquizofrenia en un marco experimental unificado, en el siguiente apartado se presentara un
modelo animal que reproduce un conjunto de alteraciones neurobiolégicas y comportamentales

compatibles con el trastorno.

5. Ablaciéon posnatal temprana del receptor NMDA en interneuronas GABAérgicas

corticolimbicas

Los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) son canales ionicos activados por ligando
gue median parte de la sefializacion glutamatérgica, que constituye el principal sistema
excitatorio del cerebro. Estos receptores son complejos tetraméricos compuestos por diferentes
combinaciones de siete subunidades: dos subunidades NR1 esenciales u obligatorias, junto con
dos subunidades NR2A-D o NR3A-B [114]. Estudios farmacoldgicos, genéticos vy

comportamentales dan sustento a la hipétesis glutamatérgica de la esquizofrenia, la cual sostiene
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que la hipofuncion del receptor NMDA constituye el mecanismo fisiopatolégico que subyace a la
sintomatologia del trastorno [115]. Los farmacos que bloquean los receptores NMDA de forma
no competitiva (como la fenciclidina y la ketamina) poseen propiedades psicotomiméticas a dosis
subanestésicas, ya que inducen un estado transitorio de psicosis en individuos sanos y restituyen
0 exacerban los sintomas en pacientes diagnosticados con esquizofrenia [116-118]. Asimismo,
se ha postulado a los receptores NMDA como un componente clave en la vulnerabilidad genética
a la esquizofrenia, ya que varios genes candidatos (como la neuregulina 1 y la dishindina) son
capaces de modular la transduccion de sefales mediada por este tipo de receptor [119, 120].
Finalmente, la administracion de antagonistas no competitivos del receptor NMDA produce una
serie de fenotipos comportamentales en roedores que emulan los sintomas positivos, negativos
y cognitivos del trastorno [121], observados también en diversas lineas de ratones que portan
mutaciones en los genes que codifican para distintas subunidades del receptor [122].

En las dltimas décadas se ha propuesto que estos fenotipos no derivarian de una
hipofuncién generalizada del receptor NMDA en el sistema nervioso central, sino focalizada en
un tipo celular especifico: las interneuronas GABAérgicas de la corteza cerebral y del sistema
limbico, especialmente aquellas que expresan la proteina fijadora de calcio parvalbumina (PV)
[123, 124]. A nivel electrofisiolégico, las mismas se clasifican como interneuronas de disparo
rapido, dado su patron de actividad de alta frecuencia caracterizado por potenciales de accién
cortos y de baja acomodacion [125]. Durante el desarrollo de la corteza en el periodo posnatal
temprano, las interneuronas PV+ atraviesan un importante proceso de maduracion, acompafnado
por un aumento en los niveles de ARN mensajero y de la proteina parvalbamina [126], lo cual se
asocia con una mayor actividad de estas neuronas [127]. Paralelamente, se produce un
incremento en los niveles de la enzima limitante en la sintesis de GABA, la glutamato
descarboxilasa 67 (GADG67). Durante la adolescencia, los contactos excitatorios sobre las
interneuronas PV+ experimentan un proceso de podado o refinamiento sinaptico, que permite
optimizar el reclutamiento de las interneuronas mediante los elementos del circuito local maduro
en la vida adulta [128, 129]. Dentro del mismo, las interneuronas PV+ ejercen un control
inhibitorio directo sobre las neuronas piramidales —y, por lo tanto, sobre las eferencias
corticales— [125] y son necesarias para el mantenimiento del balance excitacion/inhibicién en la
corteza [130]. Ademas, esta subpoblacién de neuronas esta involucrada en la generacion y
mantenimiento de ritmos oscilatorios locales, como los de frecuencia gamma, que han sido
relacionados con funciones cognitivas como la memoria de trabajo [111, 131, 132].
Se ha postulado que la maduracion patolégica de estas interneuronas durante periodos criticos
de vulnerabilidad (como la vida posnatal temprana o la adolescencia) podria conducir a un
desarrollo anormal de los microcircuitos corticales [126, 133]. Esto alteraria el balance
excitacion/inhibicion y la integracion de la informacion, lo que, en ultima instancia, produciria los

déficits vinculados a la esquizofrenia, como las alteraciones cognitivas [134-136].
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Tres lineas de evidencia respaldan la hipotesis de que las interneuronas GABAérgicas de
las regiones corticolimbicas son el blanco principal de la hipofuncién del receptor NMDA en la
esquizofrenia. En primer lugar, el tratamiento agudo y sistémico a dosis sub-anestésicas con
antagonistas de estos receptores induce un aumento exacerbado en la actividad de las neuronas
piramidales en la corteza cerebral de roedores [137], lo que coincide con los resultados de
estudios de neuroimagen en humanos, que muestran una activacion cortical generalizada tras
un tratamiento farmacoldgico equivalente [138, 139]. En segundo lugar, se ha reportado que las
interneuronas GABAérgicas son mas sensibles que las neuronas piramidales a la administracion
de estos antagonistas de los receptores NMDA [140, 141]. Esto sugiere que la hiperexcitabilidad
cortical mencionada podria derivar de un déficit selectivo en el control inhibitorio que ejercen las
interneuronas sobre las neuronas piramidales glutamatérgicas, generando alteraciones
significativas en la dinamica funcional de los circuitos neuronales donde convergen ambos tipos
celulares [123, 142]. En tercer lugar, la exposicion crénica a farmacos antagonistas del receptor
NMDA durante el desarrollo posnatal temprano en roedores reduce la expresién de GAD67 y PV
en las interneuronas GABAérgicas de la corteza [145], lo que sugiere una relacién directa entre
la hipofuncién del receptor y la disfuncién de este tipo neuronal. En consonancia con estos
hallazgos, estudios post mortem en individuos con esquizofrenia han reportado una disminucion
en la expresion de ambas proteinas en el mismo sustrato neuronal [143, 144].

Nuestro equipo desarrollé6 previamente un modelo murino que presenta un espectro de
alteraciones neurobioquimicas, farmacoldgicas, electrofisiolégicas y comportamentales
compatibles con la esquizofrenia humana [109, 145-150]. Este modelo se basa en un ratén
knockout condicional generado mediante la cruza de dos lineas transgénicas (ver Box 3).
Por un lado, la linea Ppplr2-Cre, en la que la expresion de la enzima Cre recombinasa esta
regulada por el promotor Ppplr2 (del inglés protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit
2), que se expresa enddgenamente en neuronas de la corteza y el hipocampo. Por otro lado,
una linea flox, en la que el gen GRIN1, responsable de codificar la subunidad elemental NR1 del
receptor NMDA, esta flanqueado por sitios loxP. En el ratén Grinl KO, la ablacién del receptor
NMDA se restringe especificamente al 40-50% de las interneuronas GABAérgicas de la corteza
cerebral y el hipocampo, positivas para la proteina PV en el 75-95% de los casos, sin afectar su
namero [145]. Esta delecién no ocurre en otras regiones del sistema nervioso, como la amigdala
y el estriado, ni en otros tipos celulares, como las neuronas piramidales. Asimismo, la ablacion
del receptor NMDA esta limitada temporalmente a un periodo del desarrollo posnatal temprano
gue abarca desde el dia 7 hasta el 28 aproximadamente, cuando la recombinacién alcanza su
nivel maximo y se mantiene estable hasta los 5 0 6 meses de edad [145]. Como resultado,
la ausencia de receptores NMDA funcionales impacta significativamente en el desarrollo normal
de los circuitos corticales. En el raton Grinl KO, se ha reportado una expresion reducida de

GADG67 y PV, una desinhibicion de las neuronas corticales excitatorias y una reduccion de la
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sincronizacion neuronal [145]. Asimismo, se han observado fenotipos comportamentales
relevantes para la esquizofrenia —como déficits en la memoria de trabajo y en la inhibicion del
reflejo de sobresalto inducida por un prepulso— junto a alteraciones comportamentales con
menor validez de apariencia para el trastorno —como hiperlocomocién inducida por la novedad
y ansiedad elevada [145]. El conjunto de los fenotipos mencionados fue detectado s6lo en
ratones adultos y no en camadas independientes de animales juveniles, a pesar de que la
recombinacion permanece estable desde el dia posnatal 28. Este hallazgo es consistente con la
aparicion de los sintomas de la esquizofrenia en la adultez temprana, lo que fortalece la validez
del modelo. Finalmente, cabe destacar que este Ultimo posee un marcado componente del
neurodesarrollo, ya que no se evidencia ninguno de los fenotipos mencionados en una linea
transgénica alternativa en la que la ablacion del receptor NMDA ocurre en la adultez [145].

El uso del modelo Grinl KO para investigar la fisiopatologia de las alteraciones
socioafectivas en la esquizofrenia se basa en tres lineas principales de evidencia.
En primer lugar, nuestro equipo ha identificado previamente una serie de indicadores
preliminares de sociabilidad alterada en este mutante. En particular, hemos observado anomalias
en la conducta de apareamiento, en la construccién de nidos y en la memoria social a corto plazo
[145]. Estos fenotipos podrian ser manifestaciones primarias o el resultado de un déficit
motivacional o emocional que afecte la respuesta a estimulos sociales. Estudios que utilizaron
modelos genéticos alternativos también han vinculado la ablacion de los receptores NMDA en
interneuronas GABAérgicas positivas para parvalbumina con alteraciones sociales, como déficits
en la preferencia por un congénere frente a un objeto inanimado [151-154]. En segundo lugar,
una de las regiones cerebrales afectadas en nuestro mutante es la corteza prefrontal medial
[109, 145, 146, 149]. Esta estructura no solo desempefia un papel clave en la fisiopatologia de
la esquizofrenia [155-157], sino que también esta implicada en distintos aspectos de la cognicion
social en humanos, como el procesamiento emocional y la mentalizacion [61]. Como se ha
mencionado previamente, la corteza prefrontal medial también ha sido involucrada en la
discriminacion de estados afectivos en roedores [12, 23, 28, 29]. Asimismo, cabe destacar que
esta estructura ha sido propuesta como un regulador fundamental de la actividad del sistema
dopaminérgico a través de sus proyecciones hacia la VTA [155]. Por dltimo y en relacién a lo
antedicho, nuestro mutante presenta un desbalance dopaminérgico que emerge de manera
espontanea y secundaria a la manipulacion cortical. Este desequilibrio se caracteriza por una
hipersensibilidad estriatal y una hiposensibilidad de la corteza prefrontal medial a la liberacién de
dopamina inducida por anfetaminas [147]. Este hallazgo es relevante ya que, como se ha
mencionado previamente, el sistema dopaminérgico ha sido involucrado en diversos aspectos
del comportamiento social y podria cumplir un rol en la discriminacién de estados emocionales

en pares, al procesar la saliencia y la valencia de distintos estimulos.
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Box 3. Modelo murino de ablacién posnatal temprana del receptor NMDA en
interneuronas GABAérgicas corticolimbicas

En este trabajo utilizamos una estrategia de knockout condicional basada en el sistema
Crellox-P. Izquierda: Para generar la linea doble transgénica evaluada, cruzamos ratones
gue expresan la recombinasa Cre en un subconjunto de interneuronas inhibitorias de la
corteza y el hipocampo con ratones portadores de una version floxeada del gen GRIN1,
gue codifica para la subunidad NR1 del receptor NMDA. Derecha: La ablacién del receptor
esta espacialmente restringida a interneuronas GABAérgicas de regiones corticolimbicas,
sin afectar a otros tipos celulares ni tejidos, y se limita temporalmente a una ventana

temprana del desarrollo.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es interrogar las bases neurobiolégicas del
comportamiento socioafectivo en condiciones normales y patoldgicas. Para ello, hemos

planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Examinar la contribucién del sistema dopaminérgico al comportamiento socioafectivo
normal. A tal efecto, utilizaremos una aproximacion quimiogenética para inhibir la actividad
dopaminérgica de la VTA de ratones DAT-Cre durante la realizacion de una bateria de pruebas
comportamentales que evallUan la discriminacion de estados afectivos, la preferencia social y el
reconocimiento social. Dado que el sistema dopaminérgico central participa en la regulacién de
diversos comportamientos sociales, y que la VTA desempefia un rol clave en el procesamiento
de la valencia de distintos estimulos, nuestra hipo6tesis de trabajo es que las neuronas
dopaminérgicas de esta region son necesarias para llevar a cabo capacidades sociales
elementales —como discriminar un congénere novedoso de uno familiar y de un objeto
inanimado—, asi como para discriminar estados afectivos de distinta valencia expresados en el

contexto de una interaccion social.

2. Evaluar el impacto de una manipulacién fisiopatoldgica relevante para la esquizofrenia
sobre comportamientos socioafectivos con validez traslacional. Para ello, estudiaremos la
discriminacion de estados afectivos, el funcionamiento social y la interaccién prolongada con
congéneres en el raton mutante Grinl KO, un modelo murino que ha exhibido indicadores
preliminares de disfuncion social y alteraciones dopaminérgicas espontaneas y secundarias a la
manipulacién genética de origen. Nuestra hipdtesis de trabajo es que la ablacién posnatal
temprana del receptor NMDA en interneuronas GABAérgicas corticolimbicas producira una serie

de fenotipos conductuales aberrantes y relevantes para la esquizofrenia.
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MATERIALES Y METODOS

1. Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Buenos Aires (RS2964, RS783/15 y addenda) y se llevaron a cabo de acuerdo
con las regulaciones gubernamentales (SENASA RS617/2002, Argentina). Se realizaron todos

los esfuerzos posibles para minimizar el nimero de animales utilizados y su sufrimiento.

2. Animales

Con el fin de evaluar el rol de las neuronas dopaminérgicas de la VTA sobre el
comportamiento socioafectivo, se utilizaron ratones de la linea DAT'RESe® (#006660, Jackson
Laboratory, Estados Unidos). En la misma, la recombinasa se expresa bajo el control
transcripcional del transportador de dopamina (DAT) [158], cuya expresion se limita a las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigray de la VTA, como fue descrito previamente [159,
160]. Estos animales fueron retrocruzados con ratones de la cepa pura C57BI6/J por méas de seis
generaciones, homogeneizando el background genético en mas del 98.4%. Los animales
experimentales se obtuvieron mediante la cruza de ratones DAT'RESce’* con DAT**, utilizandose
sélo los ratones positivos para Cre. La evaluacibn comportamental de estos animales se llevé a
cabo entre los 3 y 5 meses de edad.

Con el fin de evaluar el rol del receptor NMDA en interneuronas corticolimbicas sobre el
comportamiento socioafectivo, se utilizé un ratén doble transgénico como modelo experimental,
obtenido mediante la cruza de dos lineas con un background genético C57BL/6N [145].
Por un lado, la linea Ppplr2-cre (#012686, Jackson Laboratory, Estados Unidos), en la que el
promotor Ppplr2 dirige la expresién de la recombinasa Cre a interneuronas GABAérgicas de la
corteza cerebral y el hipocampo. Por otro, la linea Grin1'@®"o® (#036352, Jackson Laboratory,
Estados Unidos), en la cual el sitio codificante de la subunidad NR1 del receptor NMDA (esencial
para su funcionamiento) esta flanqueado por sitios loxP. Los animales experimentales utilizados
en este objetivo se obtuvieron mediante la cruza de ratones Ppplr2-cre*; Grinl'©®"® con
Ppplr2-cre’; Grin1'™®"xPy conformaron dos grupos experimentales: por una parte, los ratones
Ppplr2-cre*"; Grin1'o®1o® (mutantes, knockouts, KO o Grinl KO), sin receptores NMDA
funcionales dada la ablacion de ambos alelos NR1; por otra, sus hermanos Ppplr2-cre”;
Grin1'>®x® (controles o CTRL), con receptores NMDA intactos dada la ausencia de expresién
de Cre. Es importante destacar que las alteraciones fenotipicas relevantes para la esquizofrenia

emergen en la vida adulta de los mutantes, siendo sutiles o inexistentes durante el periodo del
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desarrollo juvenil y adolescente [124, 145, 150]. Por lo tanto, la evaluacion comportamental se
llevé a cabo en animales de entre tres y cinco meses de edad.

La puesta a punto de las pruebas de preferencia y reconocimiento social, discriminacion
afectiva e interaccion social prolongada se realizé con animales C57BL/6N wild-type. En todas
las pruebas comportamentales que requirieron el uso de demostradores como estimulos
sociales, se utilizaron congéneres C57BL/6N wild-type agrupados de edad y sexo equivalentes
a los de los animales evaluados, a excepcion del test de interaccion diadica libre, en el que se

utilizaron demostradores juveniles con el fin de prevenir comportamientos agresivos.

3. Genotipado

En la linea DAT'RESC® | |as muestras de tejido se extrajeron de las orejas de los animales
utilizando un sacabocados al momento del destete. El ADN de las biopsias fue obtenido utilizando
un buffer de lisis alcalina de hidréxido de sodio (NaOH) 25 mM combinado con una incubacién a
alta temperatura (98°C) y un buffer de neutralizacion de Tris-HCI pH 7.4 40mM. En este caso,
se utilizaron los primers para Cre2 y Cre6 durante la PCR, realizada por personal técnico
especializado.

En los animales Ppplr2-cre; Grin1'>®ox® 'se extrajo una muestra pequefia de tejido de la
punta de la cola al momento del destete. Las biopsias fueron procesadas utilizando un protocolo
de purificacion de ADN, que incluy6 la digestién del tejido con Proteinasa K y la posterior
precipitacién con isopropanol. El ADN obtenido fue amplificado mediante reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) empleando primers especificos para Cre y Grinl floxeado. El producto
resultante fue separado en geles de agarosa utilizando procedimientos estandar, y el genotipo

de las crias se determind con base en el patrén de bandas observado en las muestras.

4. Mantenimiento de los animales

Todos los animales fueron alojados en el bioterio del Instituto de Fisiologia y Biofisica
Bernardo Houssay (IFIBIO, UBA-CONICET), bajo la supervision y cuidado de personal
especializado. Las jaulas se mantuvieron bajo condiciones controladas de humedad y
temperatura (21-24°C), con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas (luces encendidas a las
7:00 hs) y acceso ad libitum a alimento y agua. Los animales fueron alojados en la misma jaula
gue la madre desde su nacimiento hasta el destete, que ocurrié alrededor del dia posnatal 21.
Los animales destetados de la misma camada fueron agrupados en jaulas de 2 a 5 ratones del
mismo sexo Yy genotipo variado. Los ratones DAT'RESC™® fueron alojados en parejas separadas por
una particion de acrilico luego de la cirugia estereotaxica y hasta el fin de la evaluacion
comportamental, que permitia la comunicacion visual, auditiva y olfativa a fin de minimizar el

impacto del aislamiento social. Por su parte, los ratones Ppplr2-cre; Grin1'>®"o® fyeron
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trasladados a jaulas nuevas dos semanas antes de la evaluacion comportamental, siendo
alojados en parejas separadas por la particion mencionada. Se hizo el mayor esfuerzo por
representar equitativamente a ambos grupos experimentales (CTRL y KO) en cada jaula.
Las cohortes evaluadas en el test del tubo se alojaron en grupos de cuatro ratones por jaula
desde el destete hasta el final de las pruebas de comportamiento. Para la prueba del residente-
intruso, todos los residentes fueron alojados individualmente durante al menos una semana para

fomentar la territorialidad.

5. Evaluacion del comportamiento

Todas las pruebas se llevaron a cabo de 9 a 16 hs durante la fase de luz,
a excepcioén del test de interaccion social prolongada (ver apartado correspondiente para mas
detalles). Los ratones evaluados fueron alojados en una sala de holding durante al menos una
hora antes de la evaluacion del comportamiento. Todo el equipo utilizado fue limpiado con etanol
al 10%, secado entre animales y desinfectado al final de cada dia. Los experimentos fueron
realizados y analizados por un investigador ciego al genotipo en al menos dos cohortes
independientes de animales.

5.1. Pruebas realizadas en la camara de sociabilidad

5.1.1. Disefio general

Se utiliz6 una camara comportamental de acrilico desarrollada por nuestro equipo
(Figura M1), similar a un open field (30 x 30 x 30 cm) y en cuyas paredes pueden adjuntarse de
forma simultanea hasta cuatro modulos de acrilico (8 x 10 x 10 cm). Los mismos permiten la
presentacion de estimulos sociales o inanimados, que pueden ser explorados desde la arena
central a través de ventanas (8 x 5 cm) ubicadas en cada pared de la camara para permitir el
intercambio de informacion auditiva, visual y olfativa. La malla de alambre de cada médulo
previene comportamientos de tipo agresivo entre los animales que interactian. La camara de
sociabilidad fue ubicada dentro de una caja de aislamiento acustico, proporcionando un ambiente
silencioso (65 db) y uniformemente iluminado (20 lux). Se utiliz6 una camara de video (Cam H7,
OpenMV, Estados Unidos) en posicién cenital para grabar las sesiones de comportamiento.
Los videos resultantes fueron analizados posteriormente mediante el software AnyMaze
(Stoelting Co., Estados Unidos).

Los ratones evaluados fueron habituados a la cAmara de sociabilidad en sesiones de 20
minutos durante tres dias consecutivos. El dia de cada prueba, fueron colocados en la arena
central y se les permitid interactuar con los estimulos presentados dentro de los modulos,

cuya ubicacion relativa fue aleatorizada entre animales. Para evaluar el comportamiento de
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exploracion de los estimulos, se definieron zonas virtuales de 10 x 5 cm adyacentes a cada una
de las ventanas de malla de alambre y se monitore6 autométicamente la posicion de la cabeza
del ratén en la arena central. El tamafio de las zonas virtuales fue determinado con base en la
actividad exploratoria de animales wild type (ver mapas de calor de la Figura M2). Las variables
analizadas incluyeron el tiempo que la cabeza del ratén pas6é en cada zona, el nimero de

entradas a cada zona, la duracion promedio de las visitas y la distancia total recorrida.
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Figura M1. Camara de sociabilidad. A. Esquema de los componentes del aparato comportamental,
incluyendo la estructura central que forma la arena de testeo, los médulos acoplables y los diferentes
estimulos que se presentan al animal evaluado (sociales e inanimados). B. Vista cenital de la arena central
durante un ensayo comportamental. La imagen muestra el seguimiento de la cabeza del raton evaluado
(circulo verde) dentro de la zona virtual correspondiente a un objeto (rectangulo verde). Ademas,
se observan las ventanas con malla de alambre adyacentes a cada zona virtual, por las cuales el ratén
evaluado puede explorar los estimulos presentados. El trazado de la arena central y de las zonas virtuales
se realiz6 con el programa AnyMaze.

5.1.2. Preferencia y reconocimiento social

Con el fin de evaluar diferentes aspectos de la sociabilidad basica, desarrollamos una
adaptacion del test de tres camaras, como fue descrito previamente [161]. En la fase de
preferencia social de este paradigma (Figura M2 A-D), el animal evaluado fue expuesto
simultdneamente a dos estimulos durante 10 minutos: un demostrador (habituado previamente
a su médulo en tres sesiones de diez minutos) y un objeto inanimado (frasco marrén de boticario
de tamafio mediano). Se calcul6 un indice de preferencia (IP) como la resta entre el tiempo en la
zona del demostrador y el tiempo en la zona del objeto, sobre la sumatoria del tiempo en ambas
zonas.

Tras completar la primera fase del paradigma, el raton evaluado fue retirado de la camara
y alojado brevemente en una jaula de holding durante un intervalo de 5 minutos. Un médulo con

un demostrador novedoso (también habituado a su modulo) fue adjuntado a la camara de
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sociabilidad junto con los otros dos ya presentados, conteniendo al demostrador ahora familiar y
al objeto. Posteriormente, el raton evaluado fue reintroducido en la arena central para la fase de
reconocimiento social (Figura M2 E-H), durante la cual los tres estimulos pudieron ser explorados
por 10 minutos adicionales. En este caso, el IP se calcul6 como la resta entre el tiempo en la
zona del demostrador novedoso y el tiempo en la zona del demostrador familiar, sobre la

sumatoria del tiempo en ambas zonas.
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Figura M2. Adaptacién del test de tres camaras. (A-D) Test de preferencia social. A. Mapa de calor de la
posicion de la cabeza de un ratén C57BI/6 wild type representativo durante toda la sesion, donde el azul y
el rojo indican los tiempos de exploracion mas bajos y mas altos, respectivamente. Las zonas virtuales
fueron representadas con lineas punteadas. B. Tiempos de exploracién del demostrador y el objeto durante
la prueba de 10 minutos (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fs,104 = 1.512, p = 0.204;
factor tiempo: Fs 104 = 1.118, p = 0.352; * factor estimulo: Fi26 = 88.39, p < 0.001). C. Los animales
mostraron un sesgo de exploracién hacia el demostrador con respecto al objeto durante los 10 minutos de
la prueba (prueba de t pareada: ti3 = 8.602, * p £ 0.001). D. El indice de preferencia fue significativamente
diferente al nivel de chance, representado con la linea punteada (prueba de t de una muestra: tiz = 10.45,
*p <0.001). (E-H) Test de reconocimiento social. E. Mapa de calor de la posicién de la cabeza de un ratén
C57BI/6 wild type representativo durante toda la sesion, donde el azul y el rojo indican los tiempos de
exploracién méas bajos y més altos, respectivamente. Las zonas virtuales fueron representadas con lineas
punteadas. F. Tiempos de exploracién del demostrador familiar y novedoso durante la prueba de
10 minutos (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccién: Fa104 = 3.134, p = 0.018; prueba post
hoc de Bonferroni: * p < 0.05 vs. demostrador familiar). G. Los animales mostraron un sesgo de exploracién

hacia el demostrador novedoso con respecto al familiar durante los 10 minutos de la prueba (test de
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Wilcoxon: W = 105, * p < 0.001). H. El indice de preferencia fue significativamente diferente al nivel de
chance, representado con la linea punteada (prueba de t de una muestra: tiz = 6.749, * p < 0.001).

Los resultados se expresan como media + SEM.

5.1.3. Discriminacion de estados afectivos

A fin de evaluar la capacidad socioafectiva de los animales, pusimos a punto dos
versiones de una prueba comportamental en la que se inducen estados afectivos de distinta
valencia a través de manipulaciones experimentales en los demostradores. Esta prueba sigue la
I6gica de los paradigmas de preferencia socioafectiva o de discriminacion de estados afectivos
desarrollados previamente [12, 22, 162].

Antes de la version apetitiva de esta prueba (Figura M3 izquierda), los demostradores
fueron habituados durante tres dias consecutivos. En cada sesion, los animales asignados al
grupo de demostradores recompensados permanecieron durante 10 minutos dentro de un
mddulo adjunto a la camara de sociabilidad, imitando el procedimiento seguido durante el testeo.
Inmediatamente después, se les dio acceso libre a leche condensada (Nestlé, Argentina) en una
tapa de un tubo falcon durante 10 minutos adicionales y dentro de su mdédulo, a fin de que
asociaran este contexto a una experiencia gratificante. Este tipo de demostrador habia sido
preexpuesto al reforzador dentro de su jaula antes del inicio de las sesiones de habituacion, con
el objetivo de mitigar la neofobia. La leche condensada es altamente apetecible y no se requiere
restriccion alimentaria previa para favorecer su consumo. Pese a ello, los demostradores
recompensados fueron filmados durante los 10 minutos de acceso a la leche para corroborar su
consumo en cada sesién de habituacion. Sélo los ratones que consumieron el reforzador como
minimo tres veces en la Gltima sesién fueron utilizados posteriormente. Por su parte, los animales
asignados al grupo de demostradores neutrales siguieron el mismo procedimiento de habituacion
pero sin acceder al reforzador, permaneciendo inalterados en sus médulos durante 20 minutos.
Al dia siguiente de la dltima sesién de habituacién, se llevd a cabo la prueba de discriminacién
afectiva, en la cual al ratén evaluado se le present6 en simultaneo los dos tipos de demostradores
(neutrales y recompensados) durante 10 minutos. Cabe destacar que los demostradores
recompensados accedieron a la leche condensada por ultima vez el dia previo a la prueba,
a fin de evitar un sesgo de exploracién durante el testeo derivado de las claves olfativas
provenientes de la recompensa.

En la version aversiva del paradigma de discriminacion afectiva (Figura M3 derecha),
los animales asignados al grupo de demostradores socialmente derrotados fueron transportados
a una sala auxiliar e introducidos como intrusos en la jaula de un ratén residente C57BL/6
agresivo durante 10 minutos. Este procedimiento fue repetido inmediatamente utilizando un
segundo residente de otra jaula por 10 minutos adicionales. Para fomentar la territorialidad,

los residentes habian sido aislados durante una semana sin cambio de viruta, y se realizd un
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screening para seleccionar aquellos animales que mostraron conductas agresivas de forma
confiable. Cabe destacar que solo los intrusos que fueron atacados por ambos residentes fueron
utilizados posteriormente. Tras la manipulacion de caracter aversivo, estos demostradores fueron
trasladados a la sala de testeo, donde los demostradores neutrales habian permanecido
inalterados en sus jaulas de origen durante el mismo lapso de tiempo. Acto seguido, al raton
evaluado se le presentd en simultaneo los dos tipos de demostradores (neutrales y socialmente
derrotados) durante los 10 minutos de testeo.

Para las dos versiones del paradigma de discriminacion afectiva, se utilizaron
demostradores novedosos agrupados por tipo (neutrales, recompensados y socialmente
derrotados) y una vez por dia como maximo. Las jaulas de demostradores fueron asignadas de
forma aleatoria a los distintos tipos de manipulacion. Para ambas versiones de la prueba,
se calcul6 un IP como la resta entre el tiempo en la zona del demostrador manipulado y el tiempo

en la zona del demostrador neutral, sobre la sumatoria del tiempo en ambas zonas.
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Figura M3. Validacién del test de discriminacion afectiva. (A-C) Versién apetitiva del paradigma (n = 12).
A. El raton evaluado pudo interactuar durante 10 minutos con un congénere habituado previamente a su
maodulo y uno preexpuesto a un reforzador en su médulo durante tres dias consecutivos antes de la prueba.
B. Mapa de calor de la posicion de la cabeza de un ratén C57BI/6 wild type representativo durante toda la
sesion, donde el azul y el rojo indican los tiempos de exploracion mas bajos y mas altos, respectivamente.
Las zonas virtuales fueron representadas con lineas punteadas. C. (Izquierda) Los animales mostraron un
sesgo de exploracion hacia el demostrador neutral con respecto al recompensado durante los primeros
4 minutos del test (prueba de t pareada: ti1 = 2.526, * p = 0.028). (Derecha) El indice de preferencia fue
significativamente diferente al nivel de chance, representado con la linea punteada (prueba de t de una
muestra: ti1 = 2.370, p = 0.037). (D-F) Version aversiva del paradigma (n = 7). D. El ratén evaluado pudo
interactuar durante 10 minutos con un congénere inalterado en su jaula y uno preexpuesto a episodios de
derrota social en las jaulas de residentes agresivos. E. Mapa de calor de la posicién de la cabeza de un
ratén C57BI/6 wild type representativo durante toda la sesion, donde el azul y el rojo indican los tiempos
de exploracién més bajos y més altos, respectivamente. Las zonas virtuales fueron representadas con
lineas punteadas. F. (Izquierda) Los animales mostraron un sesgo de exploracion hacia el demostrador
derrotado con respecto al neutral durante los primeros 5 minutos del test (prueba de t pareada: ts = 2.299,
p = 0.061). (Derecha) El indice de preferencia fue cercano al nivel de significancia (prueba de t de una

muestra: ts = 2.304, p = 0.061). Los resultados se expresan como media + SEM.

5.1.4. Interaccion social libre

Esta prueba se realizd en los ratones Grinl KO como fue descrito previamente [163].
A diferencia de los tests comportamentales mencionados con anterioridad, aqui sélo se utilizé la
arena central de la camara de sociabilidad, con paneles de acrilico bloqueando las ventanas de
exploracion de cada pared del aparato. El dia del test, el raton evaluado fue colocado mirando
hacia la esquina mas alejada de un demostrador novedoso previamente colocado en la camara.
Luego, se permiti6é que la diada interactuara libremente durante 5 minutos antes de ser retirada
de la camara. Se midi6 manualmente la latencia a la primera interaccion social y la exploracion
de la cabeza, el cuerpo y la zona anogenital del demostrador cada vez que el hocico del raton

evaluado se aproximé a una distancia de 2 centimetros 0 menos.

5.2. Interaccion social prolongada

Los ratones Grinl KO fueron evaluados en la prueba de sociabilidad de ocho brazos
(Eight-Arm Sociality Task o EAST) desarrollada por nuestro equipo (Figura M4). En la misma,
se utilizé un laberinto radial de acrilico opaco ubicado a la altura del suelo y compuesto por un
centro octogonal (14 cm de lado) con ocho brazos independientes (50 x 9 x 10 cm), cubiertos por
un techo de malla de alambre. Una hora antes de la prueba, cuatro demostradores adultos
desconocidos de la misma jaula fueron habituados al centro del laberinto. Ademas, un médulo
de acrilico conteniendo un objeto inanimado (frasco marrén de boticario de tamafio mediano)

fue adjuntado al extremo distal de cada brazo. Posteriormente, los ratones evaluados fueron
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colocados individualmente en cada brazo del aparato, alternando genotipos en brazos
consecutivos (CTRL: n = 4, KO: n = 4), y se les permitié explorar los estimulos sociales e
inanimados a través de las ventanas de malla de alambre ubicadas en los extremos de cada
brazo. Todos los animales recibieron alimento y agua durante la duracién del experimento a
través de un comedero ubicado en el centro de cada brazo y del centro octogonal, y también se
les proporciond viruta fresca antes del inicio de la prueba. El EAST abarcé la ultima hora de la
fase de luz (18:00 a 19:00 hs), las doce horas de la fase oscura (19:00 a 7:00 hs), y la primera
hora de luz del siguiente ciclo (7:00 a 8:00 hs). El cuarto de conducta se mantuvo bajo luz blanca
(70-80 lux) o luz infrarroja, segun la fase correspondiente del ciclo luz-oscuridad. Durante las 14
horas del experimento, se utiliz6 una camara de video IR (Microsoft Eye Camera) y el software
Any-Maze para registrar y monitorear en simultaneo la posicién de los ocho ratones evaluados.
Para evaluar el comportamiento exploratorio, se delimitaron dos zonas virtuales
correspondientes al objeto y a los demostradores, abarcando cada una el ancho de los brazos y
extendiéndose 5 cm desde la ventana de malla de alambre. El tamafio de las zonas virtuales fue
determinado con base en la actividad exploratoria de los animales durante la puesta a punto del

paradigma (ver mapas de calor de la Figura M4).
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Figura M4. Validacion del test de interaccion social prolongada. A. Esquema del Eight-Arm Sociality Task
(EAST). Para la puesta a punto de la prueba se utilizaron cuatro ratones C57BI/6 wild type colocados en
los brazos del laberinto durante un periodo de 14 horas. Las lineas discontinuas indican zonas virtuales
utilizadas para cuantificar los comportamientos exploratorios. B. Mapas de calor de la posicién de la cabeza
de un ratén representativo durante las tres fases de la prueba, donde el azul y el rojo indican los tiempos

de exploracion mas bajos y mas altos, respectivamente. C. Tiempo de permanencia en la zona social y del
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objeto. Durante la fase de luz 1 y la primera mitad de la fase oscura, los ratones mostraron una preferencia
sostenida por la zona de los demostradores sobre la del objeto. Luego, la misma fue decreciendo hasta
confluir en una exploracion equivalente de ambas zonas. D. Esa misma tendencia se vio reflejada en los

indices de preferencia, que comenzaron siendo positivos y finalizaron en torno al nivel de chance.
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Figura M4 (continuacién). E. Ubicacion espacial promedio en el brazo, calculada como la distancia desde
la ventana de exploracion de la zona social para cada hora de la prueba. F. Durante el transcurso de la
prueba, los animales cambiaron su ubicacion, pasando de permanecer cerca de la zona social a situarse
mas cerca del comedero. G. Distancia total recorrida a lo largo de cada hora de la prueba. La actividad
locomotora de los animales disminuyd progresivamente con el transcurso de la prueba. H. Distancia total

recorrida discriminada por fase de testeo. Los resultados se expresan como media + SEM.

En el EAST, se registr6 el tiempo en cada zona, el nimero de entradas, la distancia total
recorrida y la distancia promedio a la ventana de malla de alambre ubicada en la zona de los
demostradores. Estos parametros fueron calculados utilizando la posicion de la cabeza de cada
raton evaluado. Ademas, se registré el tiempo en inmovilidad cuando el 80% del cuerpo
detectado del raton permanecié inmévil durante un minimo de 60 segundos. Finalmente,
se calculé un IP como la resta entre el tiempo en la zona de los demostradores y el tiempo en la

zona del objeto, sobre la sumatoria del tiempo en ambas zonas.

5.3. Jerarquia social y dominancia
Esta prueba se realizé en los ratones Grinl KO como fue descrito previamente [164, 165].
Luego del destete, se seleccionaron jaulas con cuatro machos y s6lo aquellas que incluyeron

uno o dos mutantes fueron utilizadas. Durante dos dias, los ratones fueron colocados sobre una
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superficie iluminada a 100 lux y entrenados para recorrer un tubo de acrilico transparente (30 cm
de longitud, 3,5 cm de diametro interno) diez veces al dia, cinco veces desde cada extremo.
El test se llevd a cabo durante cuatro dias consecutivos bajo un formato de todos contra todos,
en el que cada animal de la jaula se enfrent6 a sus tres comparfieros una vez al dia en un orden
aleatorio. Los oponentes fueron colocados simultineamente en extremos opuestos del tubo y
sostenidos por la cola hasta alcanzar su centro. Posteriormente, fueron liberados y observados
sin interferencia alguna durante un maximo de dos minutos. Cuando el tiempo se agoto, el raton
gue permanecio dentro del tubo fue designado como el ganador de ese ensayo, mientras que el
perdedor retrocedio o fue empujado fuera del tubo, tocando el exterior con sus patas traseras.
Con el fin de minimizar el impacto potencial de victorias y derrotas recientes, los dos
competidores regresaban a su jaula y descansaban durante dos minutos antes del siguiente
enfrentamiento. Si ambos animales permanecian dentro del tubo después del limite de dos
minutos, la prueba se interrumpia y la pareja se reevaluaba tras un descanso de cinco minutos.
Entre enfrentamientos, el tubo se limpiaba con una solucién de etanol al 70 % y se secaba
completamente. La posicion social diaria de cada animal dentro de la jerarquia se determind en
funcién del nimero de victorias contra el resto del grupo, con un rango de 0 (delta) a 3 (alfa).
Se calculd la proporcién de veces en cada rango para cada genotipo, junto con el puntaje
normalizado de David, obtenido segun lo descrito previamente [166]. Finalmente, se midi6 el

peso corporal tras la Ultima sesién de entrenamiento.

5.4. Agresion y territorialidad

El test de residente-intruso se llevo a cabo como fue descrito previamente [167] en jaulas
de ratones Grinl KO y controles que habian sido aislados durante una semana sin cambio de
viruta, a fin de fomentar la territorialidad basada en sefales olfativas. Dichas jaulas fueron
ubicadas en un cuarto tenuemente iluminado a 25 lux. Se utiliz6 como intrusos a ratones macho
C57BL/6 un mes mas jovenes, que fueron introducidos en la jaula de los residentes en el extremo
opuesto a los mismos. Cabe mencionar que los intrusos se utilizaron sélo una vez para evitar
efectos de sumisién y dominancia. La interaccion social entre los animales fue registrada por una
camara de video en posicion cenital durante 10 minutos y fue puntuada manualmente.
Se consideré la presencia de un comportamiento de ataque cada vez que el residente inicié un
enfrentamiento, una persecucion, una amenaza lateral, una mordida o un episodio de
inmovilizacion del intruso, segun lo descrito previamente [168]. De esta forma, se calculo la
proporcion de residentes que atacaron, la latencia al ataque, el tiempo total de ataque y la
proporcion de tiempo dedicado a la exploracion social antes del primer ataque. La exploracion
social no agresiva previa al primer ataque se midi6 cada vez que el hocico del residente se dirigio

hacia el intruso a una distancia de 2 centimetros o menos.
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6. Cirugia estereotaxica

Los animales de la linea DAT'RESe® fueron operados entre las 10 y 13 semanas de edad,
con el fin de inyectar un vector viral que permitiera inhibir la actividad de las neuronas
dopaminérgicas de la VTA durante la evaluacion comportamental posterior. Mediante el uso de
una camara inhalatoria, se indujo la anestesia con isoflurano 3% en O (Baxter, Estados Unidos)
hasta que se alcanzé el plano anestésico quirdrgico. Posteriormente, los ratones fueron
colocados en un marco estereotaxico (Kopf Instruments, Estados Unidos) y mantenidos en el
plano anestésico con isoflurano al 0.5-1% durante el resto de la cirugia. Ademas, se aplicé un
gel oftdlmico estéril (Acrylarm, Poen, Argentina) para prevenir la desecacion corneal y un
anestésico local de forma subcutanea (lidocaina 1%, Gobbi Novag, Argentina). La zona blanco
fue afeitada y limpiada con un antiséptico (iodopovidona 10%, Povibac, Argentina), luego de lo
cual se procedi6 a realizar una incision longitudinal en sentido anteroposterior, exponiendo la
calota y limpiandose la zona expuesta con solucion fisiolégica. A continuacion, se realizé una
craneotomia bilateral sobre la VTA con un micromotor dental (Strong 210, Saeshin Precision Co.,
Corea del Sur) utilizando las siguientes coordenadas estereotaxicas: AP -3.2 mm, ML +0.4 mm,
DV -4.3 mm desde Bregma y la duramadre [169]. Mediante una micropipeta de vidrio de
borosilicato (1B100F-4, World Precision Instruments, Estados Unidos), se realiz6 una inyeccion
bilateral de 0.25 uL de una solucion 1:3 de AAV8-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry (titulo = 1x10"3
vg/mL, plasmido #44362, Addgene) en PBS para virus. Este vector viral permite la expresion Cre-
dependiente del receptor hM4D(Gi) y del reportero mCherry bajo el promotor de sinapsina
humana. Una vez finalizada la cirugia, se administré un antiinflamatorio y analgésico (2.5 mg/kg
de flunixina meglumina, Aviar) y se alojé al animal en una jaula apoyada sobre una mantatérmica,
corroborando que saliera del plano anestésico. Finalmente, se permitié la expresion viral durante
un periodo de 3 a 4 semanas, en el cual ademas se monitoreé la recuperacion integra de los

animales operados, sin evidenciarse alteraciones sensoriales o motoras producto de la cirugia.

7. Drogas

Para inhibir la actividad de las neuronas dopaminérgicas de la VTA durante las pruebas
de preferencia y reconocimiento social y discriminacion afectiva, se disolvié N-6xido de clozapina
(CNO, #C-929, NIMH Chemical Synthesis and Drug Supply Program, NIH, Estados Unidos)
en una solucion de vehiculo compuesta por solucion fisiologica estéril y dimetilsulféxido al 10%
(DMSO, Fluka), obteniéndose una concentracion de 4.5 mg/ml. Una hora antes de cada prueba,
los ratones de la linea DAT'RESC® fueron transportados a una sala de holding y pesados.
La droga fue administrada en la mitad de los animales a un volumen de 0.1 ml/10 g y a una dosis

de 3 mg/kg de forma intraperitoneal, mientras que la otra mitad de los ratones recibié un volumen
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equivalente de la solucién de vehiculo. Pasada la hora, los ratones fueron trasladados al cuarto
experimental para ser evaluados comportamentalmente. Tras un periodo de lavado de 5 a 7 dias,
el procedimiento fue repetido, contrabalanceado el tratamiento mediante un disefio cruzado.
De esta manera, cada raton DAT'RESC® gactudé como su propio control y fue retesteado en las
pruebas mencionadas.

Con el fin de evaluar el efecto de un antipsicotico sobre el comportamiento de los ratones
mutantes Ppplr2-cre*; Grinl>®"® en el EAST, se disolvié clozapina (Rospaw, Argentina)
en una solucion de vehiculo compuesta por solucion fisiologica estéril y dimetilsulfoxido al 1%
(DMSO, Fluka), obteniéndose una concentracion de 0.1 mg/ml. Los mutantes fueron tratados de
manera subcrdénica con el farmaco (1 mg/kg) o vehiculo por via intraperitoneal a un volumen de
0.1 ml/10 g de peso corporal, una vez al dia durante cinco dias consecutivos. Dicha dosis fue
elegida con base en estudios previos que interrogaron la reversion farmacolégica de fenotipos
comportamentales relevantes para la esquizofrenia [170, 171]. La interaccion social prolongada
fue evaluada en el EAST seis horas después de la Ultima administracién de la droga en el quinto
dia de tratamiento. Tras un periodo de lavado de 15 dias, el tratamiento farmacolégico subcrénico
fue contrabalanceado mediante un disefio cruzado, actuando los mutantes como sus propios

controles y siendo retesteados en el paradigma comportamental mencionado.

8. Histologia e inmunohistoquimica

Noventa minutos después de la version aversiva de la prueba de discriminacion afectiva,
un subconjunto de controles y mutantes Grinl KO fueron anestesiados profundamente mediante
una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sdédico (200 mg/kg) y perfundidos
intracardiacamente con 18 ml de solucion fisiolégica fria heparinizada (2000 U/L), seguida de
50 ml de paraformaldehido 4 % (PFA, Sigma) en PBS a un flujo de 5 ml/min. Los cerebros fueron
extraidos y fijados post mortem en PFA 4% en PBS a 4°C durante la noche, y luego fueron
crioprotegidos en sacarosa 30% en PBS durante 24-72 horas hasta el momento del corte.
Se obtuvieron secciones coronales de 30 um de la corteza prefrontal medial (AP +1.7 a +1.9 mm
desde Bregma) utilizando un micrétomo (Leica SM2010R, Alemania) equipado con una platina
de congelacién. Posteriormente, los cortes fueron procesados para detectar c-Fos mediante
inmunohistoquimica, como fue descrito previamente [147]. Las secciones se incubaron en PBS
Tritdbn 0.1% y suero de cabra normal (NGS) 5% durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo primario (1:1500 anti-c-Fos de conejo, #ABE457,
Millipore, Estados Unidos) en NGS 1% a 4 °C durante la noche. A continuacion, las secciones
fueron lavadas con PBS e incubadas con un anticuerpo secundario (1:500 cabra anti-conejo
conjugado con Alexa Fluor 488, #A11034, Invitrogen, Estados Unidos) en NGS 1% durante
2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, los cortes fueron lavados nuevamente con PBS,

tefiidos con Neurotrace-640 (#21483, Molecular Probes, Estados Unidos) para identificar los
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limites de la corteza prefrontal medial y montados con Vectashield (#H-1000, Vector Labs,
Estados Unidos) en portaobjetos de vidrio. Las imagenes fueron adquiridas utilizando un
microscopio Zeiss Axiolmager M2 con Apotome 2.0. El nimero de células que expresaron c-Fos
se cuantifico utilizando el plug in de conteo celular de ImageJ (v1.54h).

Con el fin de confirmar la expresion del DREADD inhibitorio en las neuronas
dopaminérgicas de la VTA de los ratones DAT'RESC™® se siguieron los mismos procedimientos de
anestesia, perfusion, fijado y crioproteccién aqui descritos. En este caso particular, se obtuvieron
secciones coronales de 30 um de la VTA (AP -2.7 a -3.9 mm desde Bregma). Para la
inmunohistoquimica contra mCherry, los cortes se incubaron en PBS Triton 0.3% y suero de
cabra normal (NGS) 5% durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego, se incubaron con un
anticuerpo primario (1:5000 anti-mCherry de conejo, #ab167453, Abcam, Gran Bretafia) en NGS
1% a 4 °C durante la noche. Finalmente, las secciones fueron lavadas con PBS e incubadas con
un anticuerpo secundario (1:500 cabra anti-conejo conjugado con CY3, #111-165-144, Jackson
ImmunoResearch, Estados Unidos) en NGS 1% durante 2 horas a temperatura ambiente.
Para la inmunohistoquimica contra TH, los cortes se incubaron en PBS Tritdn 0.3% y suero de
cabra normal (NGS) 5% durante 2 horas a temperatura ambiente. Acto seguido, se incubaron
con un anticuerpo primario (1:5000 anti-TH de ratén, #MAB318, MilliporeSigma, Estados Unidos)
en NGS 1% a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, las secciones fueron lavadas con PBS e
incubadas con un anticuerpo secundario (1:500 cabra anti-raton conjugado con Alexa 488,
#A-11034, Invitrogen, Estados Unidos) en NGS 1% durante 2 horas a temperatura ambiente.
Finalmente, los cortes fueron montados con Fluoroshield (#F6182, Sigma, Estados Unidos) en
portaobjetos de vidrio. Las imagenes fueron adquiridas utilizando el microscopio Zeiss

Axiolmager M2.

9. Estadistica

Los tamafios de las muestras no fueron determinados mediante métodos estadisticos
sino de acuerdo atrabajos previos de nuestro equipo [145, 150], siendo similares a los empleados
en el campo. El numero de animales de cada grupo experimental se detalla en los pies de figura.
El andlisis estadistico y el disefio de las figuras se realizaron utilizando GraphPad Prism 8.0.
(GraphPad Software Inc., Estados Unidos). Los resultados fueron analizados utilizando
estadistica paramétrica y no paramétrica, segun lo indicado por los tests de normalidad e
igualdad de varianzas. Dependiendo del disefio experimental, se realizaron pruebas de
t independientes y pareadas, pruebas de t de una muestra, pruebas de chi-cuadrado y ANOVAs
de medidas repetidas de dos y tres vias. Se realizaron pruebas post hoc de Bonferroni cuando
se encontraron interacciones o efectos principales significativos en los ANOVAs. Con el fin de

minimizar errores tipo Il [172], se llevaron a cabo pruebas LSD de Fisher después de
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interacciones significativas en los casos donde se excedian las 100 comparaciones post-hoc
(ANOVA de medidas repetidas en las Figuras 14 y 16). Los datos paramétricos se presentan
como media * error estdndar de la media (SEM) y los datos no paramétricos como mediana con
rango intercuartil. Para cada experimento, los valores de p se indican en las figuras y sus
leyendas, junto con los parametros estadisticos. En todos los casos se utilizaron pruebas de dos

colas, y el umbral de significancia se establecié en p = 0.05.
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RESULTADOS

1. Rol de las neuronas dopaminérgicas de la VTA en el comportamiento socioafectivo

1.1. Estrategia experimental

Con el fin de evaluar el rol de las neuronas dopaminérgicas de la VTA sobre el
comportamiento socioafectivo, inhibimos su actividad durante la realizacién de una bateria de
pruebas conductuales mediante un abordaje quimiogenético. Para ello, ratones machos de entre
10y 13 semanas de edad de la linea transgénica DAT-Cre fueron inyectados bilateralmente con
el vector viral AAV8-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry en la VTA mediante cirugia estereotéaxica
(Figura 1A). En estos animales, la recombinasa Cre se expresa bajo el control transcripcional del
transportador de dopamina (DAT), cuya expresion estd restringida a las neuronas
dopaminérgicas. En presencia de Cre, la secuencia DIO (Double-floxed Inverted Orientation),
gue mantiene el gen de interés en orientacion antisentido e inactiva, sufre una doble
recombinaciéon que invierte y estabiliza el gen en orientaciébn sentido. Esto permite su
transcripcién a partir del promotor sindptico (hSyn) y la expresion especifica del receptor
DREADD hM4D(Gi) en neuronas dopaminérgicas (Figura 1A). Estos receptores inhibitorios son
una version modificada del receptor muscarinico humano acoplado a proteina Gi que, al activarse
mediante la administracion exégena de un ligando sintético como el CNO, disminuyen la actividad
neuronal de manera dosis dependiente. Ademas, el vector viral utilizado incluye la proteina

fluorescente mCherry, que permite visualizar las neuronas transducidas (Figura 1B y C).

A B

1F AAV8-hSyn-DIO-
hM4D(Gi)-mCherry
(inyeccion bilateral
en VTA)

Ratones
DAT-Cre
(10a13
semanas)
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Figura 1. Inhibicion quimiogenética de la actividad dopaminérgica de la VTA. A. Esquema de la estrategia
experimental utilizada. B. Imagen de una seccion coronal representativa (Bregma -3.5) del mesencéfalo
de un ratén DAT-Cre inyectado con el vector viral e inmunotefiida para detectar las neuronas
dopaminérgicas y las neuronas infectadas que expresan mCherry. La region de interés de la VTA se indica
con el cuadrado punteado. En el Anexo (Figura Al) se incluyen secciones coronales de la primera camada
de animales. C. Imagenes de alta magnificacion del area de interés mostrando la inmunomarcaciéon para
tirosina hidroxilasa (TH, en verde) y mCherry (en rojo). La infeccion viral de las neuronas dopaminérgicas
de la VTA (TH+/hM4Di+) se visualiza en amarillo-naranja. Las barras de las escalas en B y C representan

1 mmy 50 um, respectivamente. VTA: area tegmental ventral; SNc: sustancia nigra pars compacta.

Luego de la cirugia estereotaxica, permitimos la expresién del vector viral durante un
periodo de 3 a 4 semanas. Entre los 3 y 5 meses de edad, evaluamos diferentes aspectos del
comportamiento social dentro de una cdmara desarrollada por nuestro equipo (Figura M1),

administrando CNO o vehiculo de forma intraperitoneal una hora antes de cada prueba.

1.2. Preferenciay reconocimiento social

Previo a indagar la implicancia funcional de las neuronas dopaminérgicas de la VTA en
la discriminacién de estados afectivos expresados por congéneres, resulta necesario determinar
si, bajo nuestras condiciones experimentales, su inactivacion compromete capacidades sociales
mas elementales, como el reconocimiento de estimulos sociales per se. Por consiguiente,
evaluamos en primer lugar el rol de esta poblacion neuronal en una prueba de preferencia social
(Figura M2 A-D). En la misma, los ratones evaluados pudieron explorar un demostrador wild type
y un objeto inanimado, ambos novedosos, colocados en modulos separados en la camara de
sociabilidad (Figura 2A). Al analizar el curso temporal de la exploracibn en cada grupo,
observamos que tanto los animales tratados con vehiculo como aquellos que recibieron CNO
mostraron un sesgo de preferencia por el estimulo social a partir de los cuatro minutos del test
(Figura 2B). Cuando consideramos la duracién total de la prueba, no encontramos diferencias
significativas entre grupos en los tiempos que transcurrieron en cada zona (Figura 2C),
ni en los indices de preferencia resultantes (Figura 2D). Asimismo, la inhibicion de las neuronas
dopaminérgicas de la VTA no afect6 la actividad locomotora (Figura 2E) ni la exploracion global
de los estimulos (Figura 2F). Una semana mas tarde, los animales fueron reevaluados en el
mismo paradigma comportamental pero recibieron el tratamiento farmacol6gico opuesto al inicial
de manera contrabalanceada (Figura 2A arriba). Al combinar los resultados del test y retest,
no observamos diferencias significativas en los indices de preferencia entre los tratamientos
farmacologicos (Figura 2G). En conjunto, estos resultados sugieren que, bajo nuestras
condiciones experimentales, la actividad de las neuronas dopaminérgicas de la VTA no es

necesaria para establecer una preferencia por un estimulo social sobre uno inanimado.
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Figura 2. Inhibicion de la actividad dopaminérgica de la VTA durante una tarea de preferencia social.
A. Disefio experimental. B. Tiempos de exploracion a lo largo de la sesion de diez minutos (VEH: ANOVA
de dos vias de medidas repetidas: interaccidn tiempo x estimulo: Fas6 =2.327, p = 0.067; * factor estimulo:
F114=9.168, p = 0.009; CNO: ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion tiempo x estimulo:
Fass = 1.249, p = 0.301; * factor estimulo: F114=7.236, p = 0.018). C. Tiempo total de exploracién de los
estimulos durante los 10 minutos de la prueba. Tanto los ratones tratados con vehiculo como con CNO
mostraron un sesgo de exploraciéon hacia el demostrador en comparacién con el objeto (ANOVA de dos
vias de medidas repetidas: interaccion tratamiento x estimulo: Fi1,14 = 0.153, p = 0.702; factor tratamiento:
F114 = 1.168, p = 0.298; * factor estimulo: F1,14 = 11.71, p = 0.004). D. En los 10 minutos de la prueba,
la preferencia social fue equivalente entre los animales tratados con vehiculo y CNO (prueba de t no
pareada: ti4 = 0.386, * p = 0.705). El indice de preferencia fue significativamente diferente del nivel de
chance (linea discontinua) en el grupo tratado con vehiculo y cercano a la significancia en el grupo tratado
con CNO (pruebas de t de una muestra: VEH: t7 = 2.50, * p = 0.041; CNO: t7 = 2.206, # p = 0.063).
E. La actividad locomotora fue equivalente entre los grupos (prueba de Mann-Whitney: U = 28, p = 0.721).
F. No se observaron diferencias significativas entre grupos en la exploracién total de ambos estimulos
durante el test (prueba de t no pareada: tis = 1.084, p = 0.297). G. indices de preferencia del test y retest
agrupados por tratamiento farmacolégico (prueba de t pareada: tis = 0.402, p = 0.692; pruebas de t de una
muestra vs. chance: VEH: tis = 4.330, # p < 0.001, CNO: t15 = 4.022, # p = 0.001). Los resultados se
expresan como mediana con rango intercuartil para E y como media + SEM para el resto de la figura.
VEH: ratones tratados con vehiculo (n = 8 para B-F y n = 16 para G); CNO: ratones tratados con CNO
(n =8 paraB-F yn =16 para G). Los resultados de B-F corresponden al test, mientras que en G se incluyen

los del test y del retest.
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Dado que la VTA ha sido relacionada con la deteccion de estimulos sociales
novedosos [48] y que la respuesta social puede depender de la familiaridad del congénere con
el que se interactla, evaluamos el rol de las neuronas dopaminérgicas de dicha region en una
prueba de reconocimiento social (Figura M2 E-H). Para ello, tras el test de preferencia social,
retiramos al ratén evaluado y lo mantuvimos en una jaula de holding durante un intervalo de cinco
minutos. Ademas, afiadimos un demostrador novedoso a los dos estimulos presentados
previamente en la cAmara de sociabilidad: el objeto y el demostrador ahora conocido (Figura 3A).
Finalizado el intervalo, reintrodujimos al raton evaluado en la cAmara, permitiéndole explorar los
tres estimulos durante un periodo de 10 minutos. Como cabria esperar segun lo reportado en la
literatura, en los ratones tratados con vehiculo, observamos un sesgo de preferencia por el
demostrador novedoso sobre el familiar durante el transcurso de la prueba (Figura 3B).
Por su parte, en el grupo tratado con CNO se observd un perfil similar, con un tiempo mayor
dedicado a la exploracién del ratén novedoso que al familiar, sin diferencias significativas entre
grupos en los tiempos en las zonas (Figuras 3C) ni en los indices de preferencia al tomar la
duracién total del test (Figuras 3D). Pese a que detectamos diferencias significativas en la
actividad locomotora entre animales tratados con vehiculo y con CNO (Figura 3E),
no observamos diferencias en el tiempo total de exploracion de ambos demostradores (Figura
3F). En consonancia con la prueba de preferencia social, al combinar los resultados del test y
retest no observamos diferencias significativas en los indices de preferencia entre los
tratamientos farmacoldgicos (Figura 3G). Estos resultados sugieren que, bajo nuestras
condiciones experimentales, la inhibicién de las neuronas dopaminérgicas de la VTA tampoco

impacta en la discriminacién de congéneres en funcion de su novedad.
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Figura 3. Inhibicién de la actividad dopaminérgica de la VTA durante una tarea de reconocimiento social.
A. Disefio experimental. B. Tiempos de exploracion a lo largo de la sesion de diez minutos (VEH: ANOVA
de dos vias de medidas repetidas: interaccion tiempo x demostrador: Fass = 3.256, p = 0.018; factor
demostrador: F1,14= 14.44, p = 0.002; prueba post hoc de Bonferroni: * p < 0.05 vs. demostrador familiar;
CNO: ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion tiempo x demostrador: Fase = 1.077,
p = 0.377; factor demostrador: F1,14= 10.09, p = 0.007). C. Tiempo total de exploraciéon de los estimulos
durante los 10 minutos de la prueba. Tanto los ratones tratados con vehiculo como con CNO mostraron
un sesgo de exploracion hacia el demostrador novedoso en comparacion con el familiar (ANOVA de dos
vias de medidas repetidas: interaccion tratamiento x demostrador: Fi14 = 1.860, p = 0.194;
factor tratamiento: F1,14 = 0.068, p = 0.798; * factor demostrador: F1,14 = 37.23, p < 0.01). Las cabezas de
flecha indican el tiempo promedio que cada grupo pas6 en la zona del objeto. D. En los 10 minutos de la
prueba, la preferencia social fue equivalente entre los animales tratados con vehiculo y CNO (prueba de
Mann-Whitney: U = 27, p = 0.623). El indice de preferencia fue significativamente diferente del nivel de
chance (linea discontinua) en ambos grupos (tests de Wilcoxon: VEH: W = 36, * p = 0.008; CNO: W = 30,
* p = 0.039). E. La actividad locomotora fue significativamente distinta entre los grupos (prueba de t no
pareada: tis = 2.264, * p = 0.040). F. No se observaron diferencias significativas entre grupos en la
exploracién total de ambos demostradores durante el test (prueba de t no pareada: ti4 = 0.260, p = 0.798).
G. indices de preferencia del test y retest agrupados por tratamiento farmacoldgico (prueba de t pareada:
tis = 0.128, p = 0.900; pruebas de t de una muestra vs. chance: VEH: tis = 3.863, # p = 0.002, CNO: ti5 =
2.330, # p =0.034). Los resultados se expresan como mediana con rango intercuartil para D y como media
+ SEM para el resto de la figura. VEH: ratones tratados con vehiculo (n = 8 para B-F y n = 16 para G);
CNO: ratones tratados con CNO (n = 8 para B-F y n = 16 para G). Los resultados de B-F corresponden al

test, mientras que en G se incluyen los del test y del retest.

1.3. Discriminacion de estados afectivos de distinta valencia

Dado que, bajo nuestras condiciones experimentales, la inhibicibn de la actividad
dopaminérgica de la VTA no afectd la capacidad de reconocer estimulos sociales ni de
discriminarlos en funciéon de su novedad, decidimos evaluar si esta poblacion neuronal podia
regular la discriminacién de estados afectivos expresados en el contexto de una interaccion
social. Para ello, evaluamos a los ratones DAT-Cre en una primera version del paradigma de
discriminacion afectiva, en la que los animales fueron expuestos simultineamente a dos
demostradores novedosos: uno neutral sin manipulacién previa y otro en el que se habia inducido
un estado afectivo de valencia positiva mediante la asociacion del contexto con una experiencia
gratificante en los dias previos (Figuras M3 A-C y 4A abajo). En esta prueba, la capacidad de
discriminar congéneres con diferentes estados afectivos se manifiesta como una preferencia
grupal por un tipo de demostrador. Observamos que los ratones inyectados con vehiculo
mostraron un incremento significativo en la exploracion dirigida hacia los demostradores
recompensados durante los primeros seis minutos de la prueba (Figura 4B izquierda).

En cambio, los animales tratados con CNO no desarrollaron ninguna preferencia, interactuando

46



de forma similar con ambos tipos de demostrador durante el transcurso del test (Figura 4B
derecha). Al analizar los primeros seis minutos de la prueba, observamos que la mayoria de los
animales mostré una preferencia individual. En el grupo tratado con vehiculo, esta preferencia
fue consistente hacia el demostrador previamente recompensado, mientras que en el grupo
tratado con CNO fue aleatoria (Figura 4C). Dicho efecto también se reflejo en los indices de
preferencia, donde encontramos diferencias significativas entre los grupos tratados con CNO y
VEH, siendo Unicamente este Ultimo el que mostro una preferencia significativa distinta del nivel
de chance (Figura 4D). También es importante destacar que ni la actividad locomotora ni la
exploracion total de los demostradores difirieron entre los grupos experimentales durante el
periodo en el que se detectaron las diferencias en la discriminacién afectiva (Figura 4E y F).
El analisis combinado del test y del retest evidencié que el tratamiento con CNO produjo una
disminucion significativa en el indice de preferencia en comparacién con la administracién de

vehiculo, alcanzando un nivel similar al de chance (Figura 4G).
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Figura 4. La actividad de las neuronas dopaminérgicas de la VTA es necesaria para discriminar un estado
afectivo positivo de uno neutral. A. Disefio experimental. B. Tiempos de exploracién durante la sesion de
diez minutos. (lzquierda) Los ratones tratados con vehiculo mostraron un sesgo de exploracion hacia el
demostrador recompensado en comparacion con el neutral (ANOVA de dos vias de medidas repetidas:
interaccién tiempo x demostrador: Fs,72 = 2.196, p = 0.078; factor demostrador: Fi1,18= 20.21, p < 0.001;
prueba post hoc de Bonferroni: * p < 0.05 vs. demostrador neutral). (Derecha) Los ratones inyectados con
CNO no mostraron ninguna preferencia durante la sesion de diez minutos (ANOVA de dos vias de medidas

repetidas: interaccion tiempo x demostrador: Fs72 = 0.981, p = 0.424; factor demostrador: F11s = 0.022,
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p = 0.884). C. Tiempo de exploracién de los demostradores durante los primeros 6 minutos de la prueba.
(Izquierda) En los ratones inyectados con vehiculo, la exploracion social se sesg6 sistematicamente hacia
el demostrador recompensado, mientras que fue aleatoria en los ratones tratados con CNO (ANOVA de
dos vias de medidas repetidas: interaccion tratamiento x demostrador: F118 = 10.82, p = 0.004; prueba
post hoc de Bonferroni: * p < 0.001 vs. demostrador neutral en controles). D. En los primeros 6 minutos de
la prueba, la discriminacién afectiva fue significativamente diferente entre los grupos (prueba de
Mann Whitney: U = 13, * p = 0.004). En el grupo tratado con vehiculo, el indice de preferencia fue
significativamente diferente del nivel de chance, indicado con una linea punteada (test de Wilcoxon:
W =53, # p = 0.004). E. Actividad locomotora durante los primeros 6 minutos (prueba de t no pareada:
tis = 1.533, p = 0.143). F. Exploracién total de ambos demostradores durante los primeros 6 minutos
(prueba de t no pareada: tis = 1.293, p = 0.212). G. indices de preferencia del test y retest agrupados por
tratamiento farmacolégico (prueba de t pareada: tio = 2.696, * p = 0.014; prueba de t de una muestra
vs. chance: tio = 4.969, # p < 0.001). Los resultados se expresan como mediana con rango intercuartil para
D y como media + SEM para el resto de la figura. VEH: ratones tratados con vehiculo (n = 10 para B-F y
n = 20 para G); CNO: ratones tratados con CNO (n = 10 para B-F y n = 20 para G). Los resultados de B-F

corresponden al test, mientras que en G se incluyen los del test y del retest.

Para determinar si el rol de las neuronas dopaminérgicas de la VTA se extiende a la
discriminacion de estados afectivos de valencia negativa, los ratones DAT-Cre fueron evaluados
en una segunda versién del paradigma de discriminacion afectiva utilizado previamente.
Una hora después de la administracion intraperitoneal de CNO o vehiculo, los animales fueron
expuestos simultdneamente a un demostrador neutral y a uno derrotado socialmente (Figuras
M3 D-F y 5A abajo). El primero de ellos permanecié inalterado junto a sus compafieros de jaula
hasta el momento de la prueba. En cambio, el segundo fue sometido a episodios inescapables
de derrota social inmediatamente antes de la prueba y durante 20 minutos dentro de las jaulas
de residentes C57BL/6 agresivos. En esta version del paradigma, observamos que los ratones
DAT-Cre inyectados con vehiculo mostraron un sesgo significativo de exploracién hacia los
demostradores derrotados socialmente durante el transcurso de la prueba, lo que no fue
detectado en los animales tratados con CNO (Figura 5B). Durante los primeros seis minutos,
el grupo que recibié vehiculo mostr6 nuevamente una preferencia grupal consistente, mientras
gue el grupo tratado con CNO exhibié una preferencia aleatoria no relacionada con el estado
afectivo inducido experimentalmente (Figura 5C y D). Aunque durante los primeros seis minutos
la actividad locomotora no fue equivalente entre los grupos (Figura 5E), esto no se tradujo en
diferencias significativas en el tiempo total de exploracion de ambos demostradores (Figura 5F),
lo cual podria influir en la capacidad para discriminar dichos estimulos. En consonancia con la
version apetitiva del paradigma, al combinar los resultados del test y retest, la preferencia

observada en el grupo control fue abolida tras la inyeccién de CNO (Figura 5G).
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Figura 5. El rol de las neuronas dopaminérgicas de la VTA se extiende a la discriminacion de estados
afectivos de valencia negativa. A. Disefio experimental. B. Tiempos de exploracion durante la sesién de
diez minutos. (Izquierda) Los ratones tratados con vehiculo mostraron un sesgo de exploracion hacia el
demostrador derrotado socialmente en comparacion con el neutral (ANOVA de dos vias de medidas
repetidas: interaccién tiempo x demostrador: Fsgs = 1.270, p = 0.288; * factor demostrador: F1,22 = 5.407,
p = 0.030). (Derecha) Los ratones inyectados con CNO no mostraron ninguna preferencia durante la sesién
de diez minutos (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccién tiempo x demostrador: Fago =
0.288, p = 0.885; factor demostrador: Fi120 = 2.419, p = 0.136). C. Tiempo de exploracion de los
demostradores durante los primeros 6 minutos de la prueba. (Izquierda) En los ratones inyectados con
vehiculo, la exploracién social se sesgé sistematicamente hacia el demostrador derrotado socialmente,
mientras que fue aleatoria en los ratones tratados con CNO (ANOVA de dos vias de medidas repetidas:
interaccién tratamiento x demostrador: F121 = 8.117, p = 0.01; prueba post hoc de Bonferroni: * p < 0.05
vs. demostrador neutral en ratones tratados con vehiculo). D. En los primeros 6 minutos de la prueba,
la discriminacion afectiva fue significativamente diferente entre los grupos (prueba de t no pareada:
t1 = 3.485, * p = 0.002). En el grupo tratado con vehiculo, el indice de preferencia fue significativamente
diferente del nivel de chance, indicado con una linea punteada (prueba de t de una muestra: ti1 = 3.701,
# p = 0.003). E. La actividad locomotora durante los primeros 6 minutos del test fue significativamente
distinta entre los grupos (prueba de Mann-Whitney: U = 32, * p = 0.037). F. No se observaron diferencias
significativas entre grupos en la exploracion total de ambos demostradores durante el mismo lapso del test
(prueba de Mann-Whitney: U = 52, * p = 0.413). G. indices de preferencia del test y retest agrupados por
tratamiento farmacoldgico (test de Wilcoxon para muestras pareadas: W = 184, * p = 0.002; test de
Wilcoxon de una muestra vs. chance: W = 218, # p < 0.001). Los resultados se expresan como mediana

con rango intercuartil para E-G y como media + SEM para el resto de la figura. VEH: ratones tratados con
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vehiculo (n = 12 para E-F y n = 23 para G); CNO: ratones tratados con CNO (n = 11 para E-F y n = 23 para
G). Los resultados de B-F corresponden al estadio del test, mientras que en G se incluyen los del test y
del retest.

En conjuncién con lo reportado en las pruebas de preferencia y reconocimiento social,
estos resultados sugieren que las neuronas dopaminérgicas de la VTA participan de forma global
en la discriminacion de estados afectivos de distinta valencia, sin intervenir en la discriminacion

basica de estimulos sociales.

2. Efectos de la hipofuncion glutamatérgica en interneuronas corticolimbicas sobre la

discriminacion de estados afectivos

Con el fin de investigar el impacto de una manipulacién fisiopatolégica relevante para la
esquizofrenia sobre el comportamiento socioafectivo, evaluamos la discriminacion de estados
afectivos de distinta valencia, el funcionamiento social y la interaccion prolongada con
congéneres en nuestro modelo murino de ablacién posnatal temprana del receptor NMDA en
interneuronas GABAEérgicas corticolimbicas. Para ello, utilizamos dos grupos de animales:
por una parte, los ratones Ppplr2-Cre*"; Grin1'>®o® (mutantes, knockouts o Grinl KO),
gue carecen de receptores NMDA funcionales desde una etapa temprana del desarrollo en la
poblacion neuronal mencionada [145]; por otra, sus hermanos Ppplr2-cre’; Grinl'o®io®
(controles o CTRL), con receptores NMDA intactos dada la ausencia de expresion de Cre.
Como ya fue mencionado, los fenotipos relevantes para la esquizofrenia emergen en la vida
adulta de los mutantes, por lo que la evaluacion comportamental se llevé a cabo en animales de

entre tres y cinco meses de edad.

2.1. Discriminacion de estados afectivos de distinta valencia

En primer lugar, evaluamos el comportamiento exploratorio de ratones control y mutantes
en la version apetitiva del paradigma de discriminacién afectiva utilizado previamente
(Figuras M3 A-C y 6A). Bajo estas condiciones, encontramos que los controles discriminaron a
sus congéneres en funciébn de su estado afectivo, mostrando un sesgo de exploracion
significativo hacia los demostradores neutrales durante los primeros seis minutos de la prueba
aproximadamente (Figura 6B izquierda y C). Después de esta fase inicial de reconocimiento y
durante el tiempo restante de la prueba, los controles interactuaron de manera similar con ambos
tipos de demostradores. En contraste, los ratones Grinl KO no mostraron una preferencia
consistente, explorando por igual a ambos tipos de demostradores durante toda la sesién
(Figura 6B centro). Cuando analizamos las preferencias a nivel individual, encontramos que cada

mutante pudo discriminar entre demostradores y desarrollar una preferencia por uno en particular
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(Figura 6D). Sin embargo, a nivel grupal, los mutantes no establecieron un sesgo de preferencia
basado en el estado afectivo de sus congéneres, como si observamos en los controles (Figura
6C). En un experimento independiente, encontramos un patron de comportamiento similar en
ratones wild type de la linea C57BI/6J expuestos simultaneamente a dos demostradores
neutrales (Figura 6B derecha): a nivel grupal, mostraron una preferencia aleatoria por cualquiera
de los demostradores (Figura 6D derecha), aunque a nivel individual exhibieron una preferencia
por uno de estos congéneres (Figura 6E derecha), probablemente influenciada por variables no
controladas y distintas al estado afectivo. Es importante destacar que el déficit en la
discriminacion afectiva no puede atribuirse a diferencias en la exploracion general de la arena
(Figura 6F), el orden de la primera interaccion (Figura 6G) o la ubicacion de los demostradores
en relacion con el punto de inicio del raton evaluado (Figura 6H). Ademas, el tiempo dedicado a
interactuar con los demostradores en los Ultimos 4 minutos de la prueba fue comparable entre
los grupos (Figura 6l), indicando niveles de motivacién similares. Estos resultados sugieren que
los ratones Grinl KO tienen dificultades para reconocer el estado emocional de congéneres

novedosos, una habilidad crucial para distinguir entre estimulos sociales en este paradigma.
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Figura 6. El mutante Grinl KO presenta un déficit en la discriminacion de estados afectivos. A. Mapa de
calor de la posicion de la cabeza de un control representativo durante toda la sesion, donde el azul y el
rojo indican los tiempos de exploracién mas bajos y mas altos, respectivamente. Las zonas virtuales fueron
representadas con lineas punteadas. B. Tiempos de exploracion durante la prueba de discriminacién de
estados afectivos en la sesién de diez minutos. (Izquierda) Los ratones control mostraron un sesgo de
exploracion hacia el demostrador neutral en comparacion con el recompensado (ANOVA de dos vias de
medidas repetidas: interaccion tiempo x demostrador: Fass = 2.051, p = 0.094; factor demostrador: F122 =
8.653, p = 0.008; prueba post hoc de Bonferroni: * p < 0.05 vs. demostrador recompensado). (Centro) Los
ratones Grinl KO no mostraron ninguna preferencia durante la sesion de diez minutos (ANOVA de dos
vias de medidas repetidas: interaccion tiempo x demostrador: Fags = 0.805, p = 0.525; factor demostrador:
F122 = 0.151, p = 0.702). (Derecha) Los ratones wild type no mostraron un sesgo de exploraciéon cuando
fueron expuestos a dos demostradores neutrales (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion
tiempo x demostrador: Fass = 1.929, p = 0.113; factor demostrador: Fi22 = 0.080, p = 0.779).
C. En los primeros 6 minutos de la prueba, la discriminacion afectiva fue significativamente diferente entre
los grupos (prueba de t no pareada: t22 = 2.732, * p = 0.012). En los controles, el indice de preferencia fue
significativamente diferente del nivel de chance, indicado con una linea punteada (prueba de t de una
muestra: ti1 = 3.526, # p = 0.005). D. Tiempo de exploracién de los demostradores durante los primeros
6 minutos de la prueba. (Izquierda) En los controles, la exploracion social se sesgé sistematicamente hacia
el demostrador neutral, mientras que fue aleatoria en los ratones Grinl KO (ANOVA de dos vias de
medidas repetidas: interaccién genotipo x demostrador: Fi22 = 9.398, p = 0.006; prueba post hoc de
Bonferroni: * p < 0.01 vs. demostrador recompensado en controles). (Derecha) No hubo un sesgo de
exploracion en el grupo wild type expuesto a dos demostradores neutrales (prueba de t pareada:
tiz = 0.589, p = 0.567). E. Tiempo de exploracion durante los primeros 6 minutos segun el grado de
preferencia hacia los demostradores. (Izquierda) No se encontraron diferencias entre los ratones Grinl KO
y los controles (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion preferencia x genotipo: F1,22 = 2.367,
p = 0.138; factor genotipo: Fi22 = 0.453, p = 0.508; * factor preferencia: Fi122 = 23.86, p < 0.001).
(Derecha) En el grupo wild type, hubo una diferencia significativa en la exploracion de los demostradores
menos y més preferidos (prueba de t pareada: tix = 5.113, # p < 0.001). F. Actividad locomotora durante
los primeros 6 minutos (prueba de Mann-Whitney: U = 58, p = 0.443). G. Tiempo de exploracién durante
los primeros 6 minutos categorizado segun el orden en que los demostradores fueron inicialmente
abordados (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccién: F122 =0.441, p = 0.513; factor genotipo:
F122 = 0.453, p = 0.508; factor orden: F1,22 = 1.294, p = 0.268). H. La exploracién social en los primeros 6
minutos no se vio afectada por la ubicacion espacial de los demostradores (ANOVA de dos vias de medidas
repetidas: interaccion: F122 = 2.944, p = 0.100; factor genotipo: F1,22 = 0.452, p = 0.508; factor ubicacion:
F122 = 0.284, p = 0.600). I. Tiempo de exploracién de cada demostrador durante los Gltimos 4 minutos de
la prueba (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: F1,22 = 0.480, p = 0.496; factor genotipo:
F122 = 0.835, p = 0.371; factor demostrador: F122 = 0.428, p = 0.520). Los resultados se expresan como
mediana con rango intercuartil para F y como media + SEM para el resto de la figura. CTRL: ratones control
(n =12); KO: ratones Grinl KO (n = 12); WT: ratones C57BI/6 wild type (n = 12).
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Para determinar si el déficit en los mutantes Grinl KO se limitaba a estados afectivos
resultantes de experiencias placenteras o si se trataba de un fenotipo generalizable a otras
valencias, evaluamos a los animales en la version aversiva del paradigma de discriminacion
afectiva (Figuras M3 D-F y 7A). Aqui, los ratones control discriminaron entre los dos tipos de
demostradores, dedicando significativamente mas tiempo a explorar al demostrador derrotado,
lo que fue particularmente evidente durante los primeros minutos de la prueba (Figura 7B).
El sesgo de preferencia del grupo control contrasté con la falta de preferencia mostrada por los
ratones Grinl KO, cuyo indice de preferencia no difirié significativamente del azar (Figura 7C).
En consonancia con los resultados obtenidos en la version apetitiva de la prueba, a nivel grupal
los mutantes exploraron ambos demostradores de manera equivalente, sin mostrar signos de
discriminacion basada en estados afectivos, en contraste con lo observado en los controles
(Figura 7D). A nivel individual, cada mutante mostré6 una preferencia por un demostrador
particular, independiente del estado afectivo inducido experimentalmente en dicho animal
(Figura 7E). En sintonia con la prueba apetitiva, las diferencias observadas entre los grupos
experimentales no pudieron ser explicadas por factores ajenos al estado afectivo, como los
niveles de actividad locomotora (Figuras 7F), el orden de la primera interaccién (Figura 7G),
la ubicacién de los demostradores en relacion con el punto de inicio del ratén evaluado (Figura

7H), ni el tiempo dedicado a interactuar con los demostradores durante los Gltimos 4 minutos de

la prueba (Figura 71).
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Figura 7. El déficit de discriminacion de los ratones Grinl KO se extiende a diferentes valencias afectivas.
A. Mapa de calor de la posicion de la cabeza de un control representativo durante toda la sesion, donde el
azul y el rojo indican los tiempos de exploracién mas bajos y mas altos, respectivamente. Las zonas
virtuales fueron representadas con lineas punteadas. B. Tiempos de exploraciéon durante la prueba de
discriminacién de estados afectivos en la sesion de diez minutos. (Izquierda) Los ratones control mostraron
un sesgo significativo de exploracion hacia el demostrador socialmente derrotado (ANOVA de dos vias de
medidas repetidas: interaccion tiempo x demostrador: Fs168 = 1.672, p = 0.159; * factor demostrador:
F142=16.13, p £ 0.001). (Derecha) Los ratones Grinl KO no mostraron un sesgo de preferencia (ANOVA
de dos vias de medidas repetidas: interaccién tiempo x demostrador: Fa 128 = 1.235, p = 0.299; factor
demostrador: Fi132 = 0.508, p = 0.481). A los efectos de comparacion, se muestran nuevamente los
resultados del grupo wild type de la Figura 6. C. En los primeros 6 minutos de la prueba, la preferencia por
explorar demostradores con diferentes estados afectivos no fue significativamente diferente entre los
grupos (prueba de t no pareada: ts7 = 1.694, p = 0.099). Sin embargo, el indice de preferencia fue
significativamente diferente de chance (linea discontinua) sélo en los ratones control (prueba de t de una
muestra: to1 = 4.983, * p < 0.01). D. En los controles, la exploracion social se sesgé sistematicamente hacia
el demostrador derrotado, mientras que en los ratones Grinl KO fue aleatoria (ANOVA de dos vias de
medidas repetidas: interaccibn demostrador x genotipo: Fi37 = 5.607, p = 0.023; prueba post hoc de
Bonferroni: * p < 0.001 vs. demostrador neutral para controles). E. Tiempo de exploracién durante los
primeros 6 minutos segun el grado de preferencia hacia los demostradores. No se encontraron diferencias
entre los ratones Grinl KO y los controles (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion
preferencia x genotipo: F1,37 =0.012, p = 0.911; factor genotipo: F1.37 =4.297, p = 0.045; * factor preferencia:
Fi137 = 74.70, p £ 0.001). F. La actividad locomotora durante los primeros 6 minutos fue equivalente entre
los grupos (prueba de t no pareada: t41 = 0.456, p = 0.651). G. Tiempo de exploracion durante los primeros
6 minutos categorizado segun el orden en que los demostradores fueron inicialmente abordados (ANOVA
de dos vias de medidas repetidas: interaccién: F137 = 0.112, p = 0.740; factor genotipo: F137 = 4.297,
p = 0.045; factor orden: F137 = 3.713, p = 0.062). H. La exploracion social en los primeros 6 minutos no se
vio afectada por la ubicacion espacial de los demostradores (ANOVA de dos vias de medidas repetidas:
interaccion: Fi37 = 1.244; p = 0.272; factor genotipo: F1,37 = 4.297; p = 0.045; factor ubicacion: F1,37 = 0.012;
p = 0.912). I. Tiempo de exploracion de cada demostrador durante los Ultimos 4 minutos de la prueba
(ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fisz = 0.013, p = 0.911; factor genotipo:
F137 = 0.081, p = 0.777; factor demostrador: F137 = 2.687, p = 0.110). Los resultados se expresan como
media + error estandar de la media (SEM). CTRL: ratones control (n = 22); KO: ratones Grinl KO (n = 17);
WT: ratones C57BI/6 wild type (n = 12).
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Dado que la corteza prefrontal medial ha sido implicada en la discriminacion de estados
afectivos en roedores [12, 23, 28, 29] y se encuentra afectada en pacientes con esquizofrenia
[155-157], nos propusimos evaluar si dicha region es reclutada diferencialmente en los controles
y mutantes durante la version aversiva de nuestra prueba de discriminacion afectiva. A tal efecto,
noventa minutos después de la misma, un subgrupo de ratones control y Grinl KO fue
anestesiado profundamente y perfundido para estudiar la expresion del marcador de actividad
neuronal c-Fos a través de ensayos de inmunofluorescencia, comparandose los niveles de
expresion entre ambos grupos (Figura 8A y B). Llamativamente, encontramos que la densidad
de neuronas inmunomarcadas en la corteza prefrontal medial se redujo significativamente en los

mutantes en comparacion con los controles (Figura 8C).
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B. Im&genes representativas de secciones de la corteza prefrontal medial

v CTRL KO de controles y mutantes (arriba y abajo, respectivamente), inmunotefidas

para c-Fos (verde) y Neurotrace (rojo). Las flechas amarillas indican las
neuronas positivas para c-Fos. C. Cuantificacion de las células positivas para c-Fos en relacion con el area
de la RDI. Los ratones Grinl KO mostraron un marcado neuronal significativamente menor en comparacion
con los controles luego de la versién aversiva de la prueba de discriminacién de estados aversivos (prueba
de t no pareada: ts = 4.129, * p = 0.003). Cada punto representa la densidad promedio de 3 a 6
cuantificaciones independientes por animal. Los esquemas se adaptaron del Allen Mouse Brain Atlas.
Los resultados se expresan como media + SEM. CTRL: ratones control (n = 5); KO: ratones Grinl KO
(n = 5); CC: cuerpo calloso; CPFm: corteza prefrontal medial. Estos resultados se obtuvieron en

colaboracion con Martina Gomez Acosta.
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En conjunto, estos resultados confirman la existencia de un déficit en la discriminacion de
estados afectivos en ratones mutantes que carecen del receptor NMDA en interneuronas

GABAérgicas de la corteza y el hipocampo desde etapas tempranas del desarrollo posnatal.

2.2. Preferencia social, reconocimiento social y ansiedad

La incapacidad de los ratones Grinl KO para discriminar entre congéneres en funcién de
sus estados afectivos podria deberse a un déficit mas amplio en el comportamiento social.
Con el fin de evaluar la capacidad de los ratones mutantes de reconocer estimulos sociales
per se, llevamos a cabo la prueba de preferencia social descrita previamente (Figuras M2 A-D
y 9A). Tanto en los controles como en los mutantes, observamos una marcada preferencia por
la exploracién del estimulo social en comparacion con un objeto, sin diferencias significativas
entre grupos en el tiempo de exploracion (Figura 9C y D), en el curso temporal de las
interacciones (Figura 9B) o en otras variables relacionadas, como la distancia total recorrida
(Figura 9E), el nimero de entradas a las zonas (Figura 9F) y la duracion promedio de las visitas
a las mismas (Figura 9G). Estos resultados sugieren que los ratones Grinl KO, al igual que los
controles, pueden reconocer un congénere como un estimulo socialmente relevante,

considerandolo mas atractivo que uno inanimado y novedoso.
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Figura 9. El mutante Grinl KO no presenta alteraciones en la preferencia social. A. Mapa de calor de la
posicidn de la cabeza de un control representativo durante toda la sesion, donde el azul y el rojo indican
los tiempos de exploracion mas bajos y mas altos, respectivamente. Las zonas virtuales fueron
representadas con lineas punteadas. B. Ambos grupos pasaron mas tiempo en la zona del demostrador
gue en la zona del objeto durante los diez minutos de la prueba (CTRL: ANOVA de dos vias de medidas

repetidas: interaccion: Fa 104 = 1.243, p = 0.297; factor tiempo: Fa104 = 0.486, p = 0.746; factor estimulo:
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Fi126 = 28.80, p < 0.001; KO: ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fsgs = 0.971,
p = 0.428; factor tiempo: Fags = 0.278, p = 0.891; factor estimulo: F122 = 48.69, p < 0.001). C. Tanto los
ratones control como los Grinl KO pasaron mas tiempo explorando al demostrador que al objeto (ANOVA
de dos vias de medidas repetidas; interaccion genotipo x estimulo: F124 = 0.043, p = 0.837; factor genotipo:
F124 = 1.890, p = 0.182; * factor estimulo: F124 = 75.62, p < 0.001). D. La preferencia social no fue
significativamente diferente entre los grupos (prueba de t no pareada: t4 = 0.70, p = 0.491). El indice de
preferencia fue significativamente diferente al nivel de chance (linea punteada) tanto en los ratones control
como en los Grinl KO (pruebas de t de una muestra: CTRL: t13 = 6.128, * p < 0.001*; KO: t11 = 6.363,
* p < 0.001). E. La actividad locomotora fue equivalente entre los grupos (prueba de t no pareada: tza =
0.789, p = 0.438). F. El numero acumulado de entradas a la zona social fue mayor que a la zona no social
en ambos grupos experimentales (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fi24 = 1.242,
p =0.276; factor genotipo: F1,24 =0.773, p = 0.388; * factor estimulo: F124 =57.41, p<0.001). G. Finalmente,
la duracion promedio de la visita a la zona del demostrador fue significativamente mayor que a la zona del
objeto en ambos grupos (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fi1,24 = 0.731, p = 0.401;
factor genotipo: Fi124 = 1.675, p = 0.208; * factor estimulo: F124 = 17.92, p < 0.001). Los resultados se
expresan como media £ SEM. CTRL: ratones control (n = 14); KO: ratones Grinl KO (n = 12).

Nuestro equipo reporté previamente que los ratones Grinl KO presentan un déficit en la
memoria de trabajo [145]. Por lo tanto, el deterioro observado en la discriminacion afectiva podria
ser secundario a la incapacidad de recordar una interaccion reciente con un demostrador,
percibiéndolo como desconocido en un encuentro posterior durante el transcurso mismo de la
prueba. Para evaluar la capacidad de los ratones de discriminar congéneres segun su novedad,
realizamos el test de reconocimiento social descrito previamente (Figuras M2 E-H y 10A).
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Figura 10. El mutante Grinl KO no presenta alteraciones en el reconocimiento social. A. Mapa de calor
de la posicion de la cabeza de un control representativo durante toda la sesién, donde el azul y el rojo
indican los tiempos de exploracion mas bajos y mas altos, respectivamente. Las zonas virtuales fueron
representadas con lineas punteadas. B. Al igual que los controles, los ratones Grinl KO pasaron mas
tiempo en la zona del demostrador novedoso que en la del demostrador familiar durante toda la prueba
(CTRL: ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fai10s = 0.424, p = 0.791; factor tiempo:
Fa104 = 0.195, p = 0.941; factor estimulo: Fi26 = 12.16, p = 0.002; KO: ANOVA de dos vias de medidas
repetidas: interaccion: Fsgs = 0.169, p = 0.954; factor tiempo: Fass = 1.374, p = 0.250; factor estimulo:
F122 = 4.732, p = 0.041). C. Hubo una exploracion sesgada hacia el demostrador novedoso en ambos
grupos (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion genotipo x demostrador: Fi124 = 0.055,
p = 0.817; factor genotipo: Fi124 = 1.942, p = 0.176; * factor demostrador: Fi24 = 15.46, p < 0.001).
Las cabezas de flecha indican el tiempo promedio que cada grupo pas6é en la zona del objeto.
D. La preferencia por la novedad social no fue significativamente distinta entre los grupos (prueba de t no
pareada: t2s = 1.035, p = 0.311). El indice de preferencia fue significativamente diferente del nivel de chance
(linea discontinua) en los controles y cercano a la significancia en los ratones Grinl KO (pruebas de t de
una muestra: CTRL: ti3 = 5.665, * p < 0.001; KO: tu1 = 2.024, p = 0.068). E. La actividad locomotora fue
equivalente entre los grupos (prueba de t no pareada: t4 = 0.921, p = 0.366). F. En sintonia con los
controles, los mutantes Grinl KO entraron en la zona del demostrador novedoso més veces que en la zona
del demostrador familiar (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: F1,24 = 0.0002, p = 0.990;
factor genotipo: F1,24 = 0.009, p = 0.925; * factor estimulo: F124 = 9.391, p = 0.005). G. En ambos grupos,
la duracién promedio de la visita al demostrador novedoso fue significativamente mayor que al demostrador
familiar (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: F1,24 = 0.150, p = 0.702; factor genotipo:
F124 = 2.290, p = 0.143; * factor estimulo: F124 = 4.716, p = 0.04). Los resultados se expresan como media
+ SEM. CTRL: ratones control (n = 14); KO: ratones Grinl KO (n = 12).

Conforme a lo esperado, los controles dedicaron mas tiempo a interactuar con el
demostrador novedoso que con el familiar (Figura 10B-D). Por su parte, los mutantes mostraron
un comportamiento similar, sin diferencias significativas con los controles (Figura 10B-G).
Estos resultados indican que los ratones Grinl KO son capaces de discriminar un estimulo social
en funcion de su novedad.

Ademas del déficit mencionado en la memoria de trabajo, estudios previos reportaron que
los ratones Grinl KO pueden presentar comportamientos de tipo ansioso en contextos
especificos [145, 173]. Cabe especular entonces que el déficit en la discriminacién afectiva podria
derivar de un comportamiento de evitacion social inducido por la ansiedad. Por este motivo,
también evaluamos a los ratones mutantes en una prueba de interacciéon social libre con
demostradores wild type novedosos en una arena abierta (Figura 11A), que puede considerarse
como un contexto mas ansiogénico que el del paradigma de discriminacion afectiva, en el cual
se limita el comportamiento del demostrador mediante el confinamiento en el médulo con la malla

de alambre. En esta oportunidad, ambos grupos experimentales mostraron un patrén similar de
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comportamientos exploratorios (Figura 11B), pasaron tiempos comparables interactuando con el
congénere (Figura 11C) y se aproximaron por primera vez al demostrador con una latencia similar
(Figura 11D). Estos resultados sugieren que el déficit en la discriminacion de estados afectivos
no fue causado por evitacion social inducida por niveles diferenciales de ansiedad.
Globalmente, nuestros hallazgos indican que la ablacién posnatal temprana del receptor
NMDA en interneuronas corticolimbicas produce un déficit en la discriminacion de estados
afectivos en los congéneres que no deriva de alteraciones en el comportamiento exploratorio,

en la preferencia y reconocimiento social, o en los niveles de ansiedad del mutante Grinl KO.
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Figura 11. El mutante Grinl KO no muestra evitacion social en un contexto de interaccion libre.
A. Interaccién espontanea entre el ratén evaluado y un congénere wild type novedoso en la arena central
de la cAmara de sociabilidad durante 5 minutos. B. El tiempo de exploracion desglosado por parte del
cuerpo no fue significativamente diferente entre los grupos (ANOVA de dos vias de medidas repetidas:
interaccion: F220 = 0.564, p = 0.578; factor genotipo: F1,10 = 0.275, p = 0.612; factor parte del cuerpo: F2.20
=12.83, p=<0.001). C. El tiempo total dedicado a explorar al demostrador fue equivalente entre los ratones
Grinl KO vy los controles (prueba de Mann-Whitney: U = 17, p = 0.937). D. La latencia a la primera
interaccién con el demostrador no fue significativamente distinta entre los grupos experimentales (prueba
de t no pareada: tio = 0.005, p = 0.996). Los resultados se expresan como mediana con rango intercuartilico
para C y como media + SEM para el resto de la figura. CTRL: ratones control (n = 6); KO: ratones Grinl
KO (n = 6).

2.3. Funcionamiento social en diferentes contextos

Como se ha sefalado previamente, las alteraciones en el procesamiento afectivo son un
buen predictor de la disfuncidbn social en pacientes con esquizofrenia [79-83], la cual se
manifiesta en dificultades para asumir roles y adaptarse a las normas que regulan distintos
entornos sociales [86, 87]. En este marco, evaluamos el impacto de la ablacién del receptor
NMDA sobre la dinamica social en diferentes contextos.

Para determinar si los ratones Grinl KO pueden integrarse normalmente en una jerarquia
social, evaluamos a los compafieros de una misma jaula en el test del tubo (Figura 12A).
En términos generales, los ratones mutantes y controles formaron jerarquias sociales estables

de tipo transitivo [164], con rangos individuales consistentes en dias consecutivos de testeo
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(Figura 12C). Sin embargo, los ratones Grinl KO mostraron una probabilidad significativamente
menor al azar de ganar enfrentamientos contra oponentes de tipo control (14%, 11 de 76 peleas,
prueba de chi-cuadrado contra el azar, p < 0.001). En sintonia con lo antedicho, los analisis de
distribucion de rangos mostraron que los mutantes fueron relegados de las posiciones
dominantes dentro de la jerarquia y consistentemente ocuparon las posiciones mas subordinadas
en todas las jaulas (Figura 12B). Finalmente, encontramos diferencias significativas en el puntaje
de David, una métrica alternativa de dominancia [166] que evidencié un rango inferior para los
ratones Grinl KO dentro de la jerarquia (Figura 12D). Es importante sefialar que la incapacidad
de los mutantes para integrarse normalmente en la estructura social no puede atribuirse a

diferencias en el peso corporal, ya que el mismo fue equivalente entre grupos (Figura 12E).

A Test del tubo 2100_ Figura 12. El mutante Grinl KO muestra un
CTRL (1) KO(9) %’ 75 B perfil de subordinacién dentro de la jerarquia
r—" % ) g o ¥ social. A. Los mutantes fueron evaluados en el
,‘i% § . 5 test del tubo junto a sus compafieros control de
Domingﬂtfé%ﬂ § \% 5 la misma jaula y camada. Esta prueba se llevo
Subor(ﬁ:do ¢ CTRL KO a cabo utilizando un disefio de todos contra
C JEila1  Jaula?  JhiESd  Jaikad JEias todos. B. Distribucion de los rangos en ambos
0 000 0000 0000 0000 grupos experimentales. Hubo diferencias
%B o—o—o—oo—o—o—o o—o—o—o i significativas entre grupos en la proporcion de
N .+H.+H veces que ocuparon los rangos mas altos dentro
5H{ o000 0000 0000 0000
—— T ——— de la jerarquia social (prueba de chi-cuadrado:
12341234 1Sis?c’>n ¥x% = 31.92, * p < 0.001). C. Representacion
D e o O* E esquematica de los rangos a lo largo de las
- 5 = cuatro sesiones para todas las jaulas
§ 2 o ?_a’ evaluadas. A lo largo del test, se encontraron
- T ;ﬁ jerarquias sociales estables en las que los
§ = o °P° ; mutantes ocuparon siempre la posicibn mas
c 0 e o subordinada. D. Las diferencias de rangos entre
CTRL KO CIRL KO grupos fueron confirmadas ademas mediante la

puntuacion normalizada de David (prueba de Mann-Whitney: U = 15, * p = 0.006). E. El peso corporal
durante la prueba fue equivalente entre los grupos (prueba de t no pareada: t;g = 0.106, p = 0.917).
Los resultados se expresan como mediana con rango intercuartilico para D y media + SEM para el resto
de la figura. CTRL: ratones de control (n = 11); KO: ratones Grinl KO (n = 9).

Con el fin de evaluar otras dimensiones del funcionamiento social de los ratones Grinl
KO, llevamos a cabo la prueba de residente-intruso. En condiciones controladas, los ratones
macho tienden a desarrollar conductas de defensa territorial frente a la presencia de intrusos,

especialmente cuando pudieron habituarse y establecer control sobre un espacio determinado.
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Este tipo de comportamiento, expresado frecuentemente mediante agresion hacia congéneres
desconocidos, cumple un rol adaptativo en la organizacion social, ya que permite regular el
acceso a recursos limitados, definir jerarquias de dominancia y mantener la estabilidad del
entorno social inmediato [167]. Desde esta perspectiva, la agresion no constituye simplemente
una respuesta reactiva, sino una estrategia socialmente relevante con valor funcional en
contextos naturales. En el test de residente-intruso, utilizamos como residentes a ratones control
y Grinl KO que habian sido alojados individualmente durante una semana y estudiamos su
respuesta ante la intrusion de ratones machos adultos y desconocidos de tipo wild type (Figura
13A). Conforme a lo esperado, tras un breve periodo de investigacion social, alrededor del 90%
de los controles identificd al demostrador como un intruso y defendi6é agresivamente su territorio.
En contraste, s6lo una minoria de los mutantes Grinl KO inicié un ataque dirigido a expulsar al
intruso (Figura 13B). Al considerar solamente los residentes que atacaron, ambos grupos
experimentales mostraron latencias de ataque comparables (Figura 13C y D), dedicaron un
tiempo similar a la exploracion del intruso antes del primer ataque (Figura 13E) y pasaron un
tiempo equivalente atacando (Figura 13E). Esto sugiere que los ratones Grinl KO no presentan
dificultades en la ejecucién del comportamiento agresivo sino en la transicion entre la exploracion

social y la defensa activa del territorio.
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intrusos (prueba de t no pareada: tio = 0.825, p = 0.429). Los resultados se expresan como mediana con
rango intercuartilico para D y media + SEM para el resto de la figura. CTRL: ratones control (n = 9); KO:
ratones Grinl KO (n = 10).

Globalmente, nuestros hallazgos indican que la ablacion posnatal temprana del receptor
NMDA en interneuronas corticolimbicas conduce a dificultades funcionales en diferentes

contextos de tipo social, involucrando comparieros de jaula como congéneres desconocidos.

2.4. Interaccién social prolongada

Las alteraciones en el reconocimiento emocional pueden afectar profundamente la
formacion y el mantenimiento de las relaciones con pares, derivando potencialmente en
retraimiento social, definido como una desvinculacion de las actividades sociales [89].
En roedores, los minutos iniciales de interaccién con un congénere se han utilizado como un
indicador de sociabilidad en diversas tareas. Como resultado, los aspectos del comportamiento
social posteriores a la fase inicial de aproximaciéon y reconocimiento han sido frecuentemente
ignorados. Para evaluar el impacto de la hipofuncion del receptor NMDA en la interaccion social
prolongada, desarrollamos una prueba que denominamos Eight-Arm Sociality Task o EAST
(Figura M4). Este paradigma permite evaluar simultdneamente y durante varias horas
consecutivas el comportamiento de ocho ratones individuales en un laberinto radial, que pueden
explorar un moédulo con un objeto inanimado en el extremo de cada brazo o cuatro ratones wild
type desconocidos en la zona central del aparato (Figura 14A). En nuestro caso, el testeo abarcé
la dltima hora de la fase de luz (Luz 1), las doce horas de la fase de oscuridad (Oscura) y la
primera hora de la fase de luz subsiguiente (Luz 2), totalizando 14 horas consecutivas de
grabacién y monitoreo de la posicion de cada ratdén evaluado.

En consonancia con los resultados obtenidos en la prueba de preferencia social (Figura
9A), durante la fase de luz 1 los ratones control y Grinl KO recorrieron activamente los brazos
del laberinto y mostraron tiempos de exploracién significativamente mayores del extremo social
con respecto al del objeto (Figura 14B y C). En esta fase, no observamos diferencias significativas
en los indices de preferencia social entre los grupos (Figura 14D). Durante la fase oscura,
la actividad global de ambos grupos experimentales disminuy6 gradualmente (Figura 14G y H).
En los controles, el sesgo de exploracion a favor de la zona social se mantuvo hasta la mitad de
esta fase, con una investigacién mas equilibrada de ambos extremos de los brazos en la segunda
mitad de la misma (Figura 14C). Ademas, la ubicacién promedio de estos animales se mantuvo
cercana al centro de los brazos, coincidiendo con las fuentes de comida y agua (Figura 14E y F).
Al igual que en los controles, los ratones Grinl KO mostraron una mayor exploracion de la zona
social durante la primera mitad de la fase oscura pero, a diferencia de los mismos, aumentaron

progresivamente la exploracion de la zona del objeto hasta alcanzar su pico en la hora final de
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esta fase (Figura 14C). Esa tendencia también se reflejé en la ubicacion promedio de los ratones

mutantes a lo largo de la fase oscura (Figura 14E). Durante la fase de luz 2, las diferencias entre

los ratones controles y mutantes se hicieron evidentes, sugiriendo un fenotipo de retraimiento

social en los ratones Grinl KO. Mientras que los primeros pasaron mas tiempo en la zona de los

demostradores (Figura 14C y D) y permanecieron mas cerca del extremo social (Figura 14E y

F), los segundos mostraron una tendencia opuesta, pasando mas tiempo en la zona del objeto

(Figura 14C y D) y manteniéndose mas alejados del extremo social (Figura 14E y F).
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Figura 14. Los ratones Grinl KO muestran retraccion social tras un periodo de interaccion prolongada.
A. Esquema del Eight-Arm Sociality Task (EAST). Los ratones mutantes y controles fueron colocados en
brazos alternados del laberinto durante un periodo de 14 horas. Las lineas discontinuas indican zonas
virtuales utilizadas para cuantificar los comportamientos exploratorios. B. Mapas de calor de la posicion de
la cabeza de un control representativo durante las tres fases de la prueba, donde el azul y el rojo indican
los tiempos de exploracidbn mas bajos y mas altos, respectivamente. C. Tiempo de permanencia de los
ratones Grinl KO y control en la zona social y del objeto. Durante las Ultimas tres horas de la prueba,
los mutantes pasaron un tiempo significativamente mayor en la zona del objeto en comparacion con los
controles. En la Ultima hora (luz 2), los mutantes pasaron significativamente menos tiempo en la zona de
los demostradores que los controles (ANOVA de tres vias de medidas repetidas: interaccion de tres vias:
F13182 = 2.490, p = 0.004; prueba post hoc LSD de Fisher para la zona del objeto: * p < 0.05 CTRL vs. KO;
para la zona de demostradores: # p = 0.061 CTRL vs. KO). D. El indice de preferencia fue
significativamente diferente entre los grupos s6lo en la fase de luz 2 (ANOVA de dos vias de medidas
repetidas: interaccion: Fz28 = 6.505, p = 0.005; prueba post hoc LSD de Fisher: * p < 0.01 vs. CTRL).
E. Ubicacion espacial promedio en el brazo, calculada como la distancia desde la ventana de exploracién
de la zona social para cada hora de la prueba (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion:
F13182 = 2.571, p = 0.003; prueba post hoc LSD de Fisher: * p < 0.05 vs. CTRL). F. Durante la segunda
fase de luz (luz 2), los mutantes permanecieron significativamente mas alejados de los demostradores que
los controles (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccién: F22s = 6.480, p = 0.005; prueba post
hoc LSD de Fisher: * p<0.01 vs. CTRL). G. Actividad locomotora durante cada hora de la prueba (ANOVA
de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fisis2 = 0.80, p = 0.659; factor genotipo: Fi,14 = 0.967,
p = 0.342; factor tiempo: F13182 = 24.00, p < 0.001). H. La distancia total recorrida no fue significativamente
diferente entre los grupos en ninguna fase de la prueba (ANOVA de dos vias de medidas repetidas:
interaccion: Fz28 = 1.351, p = 0.275; factor genotipo: Fi1,14 = 1.572, p = 0.230; factor fase: F228 = 12.55,
p <0.001). Los resultados se expresan como media + SEM. CTRL: ratones control; KO: ratones Grinl KO.

Los ultimos 30 minutos de la fase de luz 2 se caracterizaron por un incremento en los
episodios de inmovilidad prolongada —mayores a 60 segundos— (Figura 15A), con la mitad de
los ratones permaneciendo inmdviles durante mas del 75% del tiempo (Figura 15A y B),
presumiblemente para descansar. Aunque el tiempo total de inmovilidad no difirié entre ratones
control y Grinl KO durante este periodo (Figura 15B), observamos diferencias significativas en
la ubicacién en la que los animales se mantuvieron inmoviles. Mientras que los controles se
distribuyeron uniformemente a lo largo de los brazos, la mayoria de los mutantes se concentré lo
mas lejos posible de la zona social (Figura 15A, C y D). En conjunto, estos resultados indican
gue, después de un periodo de novedad social y aumento de la actividad general (fases de luz 1
y oscura, respectivamente), los ratones Grinl KO muestran un perfil de retraimiento social en el

paradigma de interaccion prolongada.
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Figura 15. El retraimiento social del mutante Grinl KO se confirma por la ubicacion de los episodios de
inmovilidad durante la segunda fase de luz. A. Mapas de calor que muestran el tiempo de inmovilidad
durante los dltimos 30 minutos de la prueba para cada raton individual, donde el azul y el rojo indican los
tiempos de inmovilidad mas bajos y méas altos, respectivamente. El trayecto blanco superpuesto muestra
la posicién de la cabeza del animal a lo largo del brazo del laberinto. B. Porcentaje de tiempo en inmovilidad
para ratones control y Grinl KO durante el mismo periodo que en A (prueba de Mann-Whitney: U = 24.50,
p = 0.459). C. Posicién media de cada raton durante los periodos de inmovilidad calculada como la
distancia desde la ventana de exploracion de la zona social. La superficie total del brazo se dividi6 en tres
zonas extendidas correspondientes al objeto, el comedero y los demostradores y los limites de cada una
se indican en la figura. Cada punto representa la ubicacion media + desvio estandar de todos los episodios
de inmovilidad de un raton determinado. Los circulos con cruces indican los animales sin episodios de
inmovilidad (CTRL: #1 y KO: #9). D. La proporcion de mutantes Grinl KO que estuvieron inméviles en
cada zona extendida fue significativamente diferente a la de los controles (prueba de chi-cuadrado:
¥X?2 = 6.0, * p = 0.05). Dos animales fueron excluidos de este analisis debido a la ausencia de episodios de

inmovilidad durante los Gltimos 30 minutos de la segunda fase de luz.

Con el fin de evaluar la reversibilidad del fenotipo de retraimiento social detectado en el
paradigma de interaccion prolongada, tratamos a un grupo independiente de mutantes con
clozapina o solvente de forma subcrdnica. Este antipsicotico atipico actia como antagonista de

multiples receptores —incluyendo dopaminérgicos, serotoninérgicos, adrenérgicos, histaminicos
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y muscarinicos— y esta indicado para el tratamiento de pacientes con esquizofrenia que no
responden adecuadamente a farmacos antipsicoticos estandar [174, 175]. La droga fue
administrada de forma intraperitoneal una vez al dia durante cinco dias consecutivos en una
nueva camada de animales Grinl KO, que recibié la ultima dosis seis horas antes de la
evaluacion en el EAST. El tratamiento fue contrabalanceado quince dias después de la pruebay
todos los animales fueron reevaluados en el paradigma de interaccién social prolongada.

Los ratones Grinl KO tratados con vehiculo mostraron indicios de retraccion social mas
temprano que lo descrito en la Figura 14, ya que su permanencia en la zona del objeto aumenté
progresivamente y alcanzo6 diferencias significativas con el grupo tratado con clozapina desde la
sexta hora de testeo (Figura 16A), lo que también se reflejé en la ubicacion promedio a lo largo
de la segunda mitad de la prueba (Figura 16C y D). En contraste, los ratones Grinl KO tratados
con clozapina permanecieron mas tiempo en la zona social durante la primera mitad de la prueba
y durante la fase de luz 2, ubicAndose mas cerca del comedero hasta el final de la evaluacion.
Los indices de preferencia fueron significativamente distintos entre los grupos experimentales
durante las 14 horas de evaluacion (Figura 16B). Mientras que los promedios de estos indices
disminuyeron con el transcurso de la prueba en los ratones tratados con vehiculo, el tratamiento
con clozapina logré mantenerlos constantes. Es importante destacar que, a lo largo de la prueba,
la distancia recorrida disminuy6é progresivamente en ambos grupos (Figura 16E) y fue

equivalente en las tres fases de la misma (Figura 16F).
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Figura 16. El tratamiento subcrénico con clozapina revierte el fenotipo de retraimiento social del mutante
Grinl KO. A. Tiempo de permanencia de los ratones Grinl KO tratados con clozapina o vehiculo en la
zona social y del objeto. Durante las Ultimas nueve horas de la prueba, los mutantes tratados con clozapina
pasaron significativamente menos tiempo en la zona de objeto que sus pares tratados con vehiculo
(ANOVA de tres vias de medidas repetidas: interaccion de tres vias: Fi3 182 = 2.489, p = 0.004; prueba post
hoc LSD de Fisher para la zona del objeto: * p < 0.05 clozapina vs. vehiculo). B. El indice de preferencia
fue significativamente diferente entre los grupos en la prueba de 14 horas (ANOVA de dos vias de medidas
repetidas: factor farmaco: F1,14 = 5.829, p = 0.03). C. Ubicacién espacial promedio en el brazo, calculada
como la distancia desde la ventana de exploracion de la zona social para cada hora de la prueba (ANOVA
de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fi31s2 = 4.389, p < 0.001; prueba post hoc LSD de Fisher:
* p < 0.01 vs. vehiculo). D. Durante las fases oscura y de luz 2, los mutantes tratados con clozapina
permanecieron significativamente mas cerca de los demostradores que sus pares tratados con vehiculo
(ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fz2s = 9.305, p < 0.001; prueba post hoc de
Bonferroni: * p < 0.05 vs. vehiculo). Los resultados se expresan como media £+ SEM. KO-VEH y KO-CLO:
ratones Grinl KO tratados alternativamente con vehiculo y clozapina (n = 8). E. Actividad locomotora
durante cada hora de la prueba (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fis,182 = 1.064,
p = 0.393; factor droga: F1,14 = 0.121, p = 0.733; factor tiempo: Fi31s2 = 34.93, p < 0.001). F. La distancia
total recorrida no fue significativamente diferente entre los ratones Grinl KO tratados con clozapina y
vehiculo en ninguna fase de la prueba (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: F2.2s =
0.680, p = 0.515; factor droga: F1,14 = 0.121, p = 0.733; factor fase: F2,28 = 52.88, p < 0.001).
Los resultados se expresan como media + SEM. KO-VEH: ratones Grinl KO tratados con vehiculo (n = 8);

KO-CLO: ratones Grinl KO tratados con clozapina (n = 8).

Nuevamente, analizamos el comportamiento de los animales en los ultimos 30 minutos
de la fase 2. Aunque el tiempo total de inmovilidad no difirié entre ratones Grinl KO tratados con
vehiculo y clozapina, detectamos una tendencia no significativa a una menor inmovilidad en los
animales tratados con la droga (Figura 17A). Al igual que en el experimento anterior, observamos
diferencias significativas en la ubicacién en la que los animales se mantuvieron inmoviles
(Figura 17B y C). Mientras que los mutantes que recibieron vehiculo se concentraron lo mas lejos
posible de la zona social, sus pares tratados con clozapina se distribuyeron uniformemente a lo

largo de los brazos. En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento subcronico con
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clozapina es capaz de revertir el fenotipo de retraimiento social detectado en el mutante Grinl
KO sin afectar la actividad locomotora general, al menos durante la extension del ensayo.
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Figura 17. El tratamiento subcrénico con clozapina revierte el fenotipo de retraimiento social del mutante
Grinl KO. A. Porcentaje de tiempo en inmovilidad durante los ultimos 30 minutos de la segunda fase de
luz (prueba de Mann-Whitney: U = 14.50, p = 0.069). B. Posicion media de cada ratdn durante los periodos
de inmovilidad calculada como la distancia desde la ventana de exploracion de la zona social. La superficie
total del brazo se dividio en tres zonas extendidas correspondientes al objeto, el comedero y los
demostradores y los limites de cada una se indican en la figura. Cada punto representa la ubicaciéon media
+ desvio estandar de todos los episodios de inmovilidad de un raton determinado. Los circulos con cruces
indican los animales sin episodios de inmovilidad (KO-CLO: #16). C. La proporcion de ratones inmoviles
en cada zona extendida fue significativamente diferente entre los grupos de ratones Grinl KO tratados con
clozapina y vehiculo (prueba de Chi-cuadrado: x2% = 5.737, p = 0.057). Un animal fue excluido de este
andlisis debido a la ausencia de episodios de inmovilidad durante los dltimos 30 minutos de la segunda
fase de luz. Los resultados se expresan como mediana con rango intercuartilico para A, como media
+ desvio estdndar para B y como media + SEM para C. KO-VEH: ratones Grinl KO tratados con vehiculo

(n = 8); KO-CLO: ratones Grinl KO tratados con clozapina (n = 8 para Ay n = 7 para B-C).
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DISCUSION

1. Comportamiento socioafectivo normal y neuronas dopaminérgicas de la VTA

En el presente trabajo, nos propusimos como primer objetivo especifico examinar la
contribucién del sistema dopaminérgico al comportamiento socioafectivo normal. Para ello,
inhibimos quimiogenéticamente la actividad de las neuronas dopaminérgicas de la VTA (Figura
1) durante una bateria comportamental para evaluar distintos aspectos del comportamiento
social.

En primer lugar, los ratones DAT-Cre utilizados fueron sometidos a una prueba estandar
de preferencia social (Figura 2). Conforme a lo esperado [5], los animales inyectados con
vehiculo evidenciaron una mayor exploracion del estimulo social con respecto a uno inanimado.
Sin embargo, esta preferencia social emergié de forma tardia —a partir de los cuatro minutos del
inicio del ensayo—, lo que contrasta con lo reportado previamente [48], con la puesta a punto de
la prueba (Figura M2) y con los resultados obtenidos en el segundo objetivo de este trabajo
(Figura 9), donde los ratones expresaron dicha preferencia desde los primeros minutos de
evaluacion. Cabe aclarar que en esta oportunidad no se utilizaron animales naive sino camadas
de ratones que habian sido evaluadas y reevaluadas en las dos versiones del paradigma de
discriminacion afectiva, en las cuales no se incluyé la presentacion de un objeto. Por lo tanto,
es razonable suponer que la preexposicion reiterada a estimulos sociales pudo haber conferido
una saliencia o novedad atipica al objeto, su médulo o su posicién en la camara, la cual podria
haber disminuido con el transcurso de la prueba. Por otro lado, la inhibicion quimiogenética de la
actividad dopaminérgica de la VTA no produjo efectos sobre la preferencia social, al no
observarse diferencias entre tratamientos en ninguno de los parametros evaluados.
Dicha ausencia de efectos comportamentales puede interpretarse de distintas maneras.
Una posibilidad es que esta prueba evalle aspectos del comportamiento social que no dependen
criticamente de la actividad dopaminérgica del cerebro medio. En consonancia con esta idea,
un estudio reciente que utilizé un abordaje quimiogenético similar tampoco observé alteraciones
en la preferencia social [48]. Sin embargo, esta interpretacion resulta dificil de conciliar con
investigaciones previas que implicaron a las neuronas dopaminérgicas de la VTA en funciones
sociales involucradas en la prueba de preferencia social, como la aproximacioén inicial a un
congénere novedoso, la investigacion social sostenida durante varios minutos y la atribuciéon de
valor motivacional o reforzante a las interacciones con pares [47, 48]. No obstante, cabe aclarar
que en estos estudios el animal evaluado fue expuesto a un Unico estimulo (un congénere
novedoso), mientras que en la prueba de preferencia social que realizamos deben compararse
dos estimulos distintos para establecer un sesgo de exploracion hacia el de naturaleza social,

lo cual podria involucrar mecanismos parcialmente independientes. Una explicacién alternativa
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a los resultados obtenidos es que la infeccion viral haya afectado un niumero limitado de neuronas
dopaminérgicas de la via mesolimbica, que proyecta principalmente al nlcleo accumbens,
una regién involucrada en la motivacién social [50]. Esto podria haber permitido que la
aproximacion e interaccion con el estimulo social se mantuvieran intactas en los animales
tratados con CNO, dando lugar a un perfil conductual similar al de los animales control. De hecho,
el nivel de exploracién del demostrador, evaluado como el tiempo de exploracién de este
estimulo, fue similar entre los grupos experimentales.

Posteriormente, evaluamos a los ratones DAT-Cre en una prueba de reconocimiento
social (Figura 3). Los animales inyectados con vehiculo evidenciaron una preferencia esperable
por el congénere novedoso sobre el familiar [5]. Por su parte, la inhibicion de la actividad
dopaminérgica de la VTA no produjo alteraciones en el reconocimiento social, pese a que
observamos diferencias significativas en la actividad locomotora entre grupos. Estos resultados
contrastan con los del estudio mencionado previamente, en el cual los ratones en los que se
inactivaron las neuronas dopaminérgicas de la VTA no desarrollaron una preferencia por el
estimulo social novedoso durante la primera mitad de la misma tarea [48]. No obstante, dicho
estudio también reporté una reduccion en la distancia total recorrida similar a la aqui observada,
lo que sugiere que el déficit en el reconocimiento social podria haber estado mediado, al menos
en parte, por alteraciones en la actividad locomotora. No puede descartarse que otras diferencias
metodoldgicas entre los estudios contribuyan a las discrepancias observadas, tales como el
grado de infeccion del virus administrado (pendiente de cuantificacion en nuestro caso),
la cAmara comportamental utilizada (arena abierta vs. disefio de tres camaras) o la dosis de CNO
empleadas (3 mg/kg vs. 5 mg/kg). De forma analoga a lo planteado para la prueba de preferencia
social, la ausencia de efectos sobre el reconocimiento social aqui reportada podria deberse a un
impacto limitado de la infeccion viral en la VTA sobre la via mesolimbica, particularmente sobre
las neuronas que proyectan hacia estructuras involucradas en la memoria social, como la
amigdala [176]. Una explicacion alternativa es que, frente a la reduccién de la actividad
dopaminérgica, los sistemas de neuropéptidos hipotalamicos oxitocina y vasopresina
—involucrados en el reconocimiento social y en la modulacién de la actividad neuronal de la
estructura limbica mencionada [177-180]— hayan favorecido una compensacion funcional,
resultando en una expresion intacta de la preferencia por la novedad social.

Una vez determinado que bajo nuestras condiciones experimentales no se afectaron
capacidades elementales para reconocer y discriminar estimulos sociales per se, evaluamos el
rol de las neuronas dopaminérgicas de la VTA en la discriminacion de estados afectivos de
distinta valencia (Figuras 4 y 5). En consonancia con lo reportado previamente [11, 12, 22-31],
los ratones DAT-Cre inyectados con vehiculo discriminaron de manera consistente a sus
congéneres en funcion de sus estados afectivos, evidenciando un sesgo de preferencia por los

demostradores manipulados sobre los neutrales. Ademas, estos resultados confirman que la
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capacidad de discriminacion se extiende a estados afectivos derivados tanto de experiencias
aversivas como gratificantes. En contraste, reportamos por primera vez que la inhibicién de la
actividad dopaminérgica de la VTA produce un déficit global y sostenido en la discriminacion de
estimulos sociales de distinta valencia. Estos hallazgos son coherentes con investigaciones
previas que asignan un rol central a la VTA en el procesamiento de la valencia de experiencias
emocionalmente relevantes [41, 52, 53].

La VTA es una estructura compleja que envia proyecciones dopaminérgicas a multiples
regiones corticales y subcorticales, las cuales podrian contribuir a distintas funciones implicadas
en el comportamiento socioafectivo, como la motivacion inicial para interactuar con congéneres,
el procesamiento de la valencia de sus estados afectivos y el mantenimiento activo de dicha
informacion en tiempo real (online) para su correcta discriminacién, lo que finalmente se
traduciria en una respuesta comportamental como la exploracion preferencial de un congénere
gue expresa informacién emocional potencialmente relevante. Por lo tanto, una inactivacion
generalizada de las neuronas dopaminérgicas de esta regibn —como la realizada en este
trabajo— impide discriminar su impacto sobre regiones y funciones diferenciadas. En particular,
las neuronas dopaminérgicas de la VTA participan en la motivaciéon social a través de sus
proyecciones hacia el nlcleo accumbens, en el cual se produce un aumento en la liberacién de
dopamina frente a congéneres novedosos, lo que refleja el caracter reforzante de la interaccion
social [46, 50]. Por lo tanto, la inhibicion generalizada de la VTA podria haber afectado el interés
de los animales por iniciar y sostener una interaccién con sus pares, alterando la discriminacion
de estados afectivos de forma secundaria. En esta tarea, observamos niveles comparables de
exploracion total de los demostradores durante el periodo en que se manifestd el sesgo de
preferencia afectiva, lo que sugiere que el efecto reportado no se debe a diferencias putativas en
los niveles motivacionales entre grupos. Sin embargo, es importante aclarar que este indicador
comportamental no permite descartar de forma concluyente posibles alteraciones en procesos
motivacionales méas especificos —como el interés selectivo por sefiales emocionales
relevantes— que podrian no reflejarse en el nivel general de exploracion social. Las neuronas
dopaminérgicas de la VTA también proyectan hacia la amigdala, una estructura implicada en la
codificacion de estimulos emocionales de distinta valencia [181, 182] e involucrada
recientemente en la discriminacion de estados emocionales en roedores [11, 27]. Se ha
propuesto previamente que la dopamina liberada por las proyecciones mesoamigdalinas
potencia la plasticidad neuronal en la amigdala basolateral, favoreciendo la codificacion de la
valencia de estimulos emocionales tanto en contextos aversivos como apetitivos [183].
En nuestro trabajo, la inhibicion quimiogenética generalizada de la VTA pudo haber afectado a
este grupo de neuronas de la via mesolimbica, alterando la codificacién de la valencia de los
estados afectivos y, en consecuencia, interrumpiendo la preferencia por el demostrador

manipulado. Otra region del cerebro anterior que recibe aferencias dopaminérgicas de la VTA'y
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gue ha sido previamente implicada en la discriminacion de estados afectivos en roedores
[12, 23, 28, 29] es la corteza prefrontal. Esta estructura cumple un rol clave en la memoria de
trabajo, entendida como la capacidad de retener y manipular activamente la informacion a corto
plazo para guiar el comportamiento en tareas complejas [184]. Numerosos estudios en animales
y humanos han demostrado que la dopamina a nivel de la corteza prefrontal modula el
rendimiento en tareas de memoria de trabajo [185], siguiendo una relacion en forma de
U invertida: un nivel 6ptimo de dopamina se asocia a un funcionamiento eficaz, mientras que
tanto la hipodopaminergia como la hiperdopaminergia producen alteraciones cognitivas [186].
En consonancia con esto, un desbalance dopaminérgico en esta region inducido
farmacoldgicamente deteriora la memoria de trabajo en distintas tareas conductuales [187, 188].
Esta funcién cognitiva podria estar implicada en nuestra prueba de discriminacion afectiva,
gue no sélo requiere adquirir y codificar la informacion de la valencia de los congéneres
manipulados, sino también mantenerla de forma online para compararla con la del demostrador
en el estado neutral durante la interaccion social. Por consiguiente, podemos hipotetizar que una
inhibicibn quimiogenética generalizada de la VTA pudo haber afectado la via mesocortical,
reduciendo la liberacion de dopamina en la corteza prefrontal y, en consecuencia,
comprometiendo el desempenfio en la prueba mencionada. Para evaluar la contribucion especifica
de cada una de las proyecciones de la VTA mencionadas a la discriminacion afectiva, estudios
futuros podrian utilizar una estrategia que combinara la administracion de un vector viral de
transporte retrogrado en distintas regiones blanco —como el nicleo accumbens, la amigdala o
la corteza prefrontal— junto a otro que permitiera la expresion Cre-dependiente de un DREADD
inhibitorio en la VTA. De este modo, seria posible inhibir selectivamente la actividad
dopaminérgica de proyecciones especificas del tracto mesocorticolimbico durante la evaluacion

comportamental.

2. Comportamiento socioafectivo patoldgico e hipofuncién glutamatérgica en

interneuronas GABAEérgicas corticolimbicas

En este trabajo, nos propusimos como segundo objetivo especifico investigar el impacto
de la hipofuncién glutamatérgica sobre comportamientos relevantes para la esquizofrenia, como
la discriminacion de estados afectivos, el funcionamiento social en diferentes contextos y la
interaccion con congéneres durante periodos prolongados. Para ello, utilizamos ratones
mutantes que carecen de receptores NMDA funcionales en un grupo de interneuronas
GABAérgicas de la corteza cerebral e hipocampal desde una etapa temprana del desarrollo.

En primer lugar, logramos fortalecer la validez de apariencia del modelo transgénico,
gue previamente evidencio indicadores preliminares de disfuncién social con baja relevancia

traslacional [145]. Observamos que los mutantes Grinl KO fueron incapaces de discriminar a sus
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congéneres en funcibn de sus estados afectivos, fueran estos inducidos mediante
manipulaciones experimentales apetitivas o aversivas (Figuras 6 y 7). Por primera vez, logramos
reproducir en un modelo animal relevante para la esquizofrenia una alteracion en el
procesamiento emocional similar a la reportada en pacientes expuestos a rostros con distinta
valencia afectiva [73]. En los animales control, la preferencia afectiva dependi6 de la version del
paradigma comportamental administrada. En linea con lo observado en el primer objetivo de este
trabajo y con estudios previos que utilizaron distintas manipulaciones aversivas para inducir
estados afectivos de valencia negativa [11, 12, 22-31], estos animales mostraron una preferencia
por los demostradores derrotados frente a los neutrales. Dicho sesgo de preferencia podria
reflejar una respuesta evolutiva fundamental orientada a promover comportamientos prosociales
hacia congéneres menos favorecidos, como la modulacion del dolor, la ayuda dirigida y el
comportamiento consolatorio [17-20]. Por su parte, en la version apetitiva del paradigma de
discriminacién afectiva, observamos una preferencia por los demostradores neutrales frente a
los recompensados, lo cual difiere tanto del primer objetivo de este trabajo como de estudios
previos que indujeron estados afectivos de valencia positiva mediante el restablecimiento de la
comida y el agua tras un periodo de deprivacion [11, 12, 23, 29, 30]. Factores que variaron entre
objetivos y que afectaron al animal evaluado (como la duracién del aislamiento social, las cirugias
estereotaxicas o0 la administracion de inyecciones antes de la evaluacidn comportamental)
pudieron haber influido en su estado afectivo y contribuido a la inversion de la preferencia
observada en la version apetitiva del paradigma. No obstante, es importante destacar que
obtuvimos resultados consistentes entre distintas camadas evaluadas dentro de cada objetivo de
este trabajo.

El déficit observado en los mutantes Grinl KO se restringié a la discriminacién de
informacion afectiva y no puede atribuirse a una pérdida generalizada de capacidades sociales
elementales. De hecho, los animales mostraron una preferencia intacta por sus congéneres
frente a objetos inanimados (Figura 9) y diferenciaron a un congénere novedoso de uno familiar
(Figura 10). Esta disociacion entre sociabilidad general y discriminacion afectiva —también
reportada en el primer objetivo de este trabajo y documentada previamente [11, 12, 23, 28]—
sugeriria que ambas habilidades estan reguladas por mecanismos parcialmente independientes.
Asimismo, cabe destacar que los comportamientos evaluados en el paradigma de preferencia y
reconocimiento social han sido frecuentemente equiparados a la sociabilidad en estudios de
modelos animales de esquizofrenia [189-193]. Sin embargo, los mismos podrian no reflejar los
sintomas del trastorno, que incluye alteraciones en la cognicidon social, retraimiento social
prolongado y dificultades en el funcionamiento social en distintos contextos. El déficit en la
discriminacion afectiva observado en los mutantes Grinl KO tampoco puede ser explicado por el
perfil de ansiedad elevada reportado previamente en este modelo animal [145]. Pese a los

recaudos metodolégicos destinados a minimizar los niveles de ansiedad durante las pruebas
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comportamentales (como el uso de arenas pequefias, bajos niveles de iluminacion y una
habituacion prolongada), realizamos un experimento adicional para determinar si la exploracion
social podria verse afectada por la ansiedad inducida durante las interacciones con pares
(Figura 11). Consideramos que la interaccion diadica libre con un congénere novedoso resulta
ma&s ansiogénica que la que sucede en nuestra camara de sociabilidad, ya que en ésta ultima
solo el raton evaluado puede iniciar el acercamiento social con el demostrador y se evitan
conductas agresivas entre ambos mediante una malla de alambre. En efecto, el escenario de
interaccion diddica libre favorece las interacciones reciprocas, en las que no soélo los
demostradores pueden acercarse al raton evaluado sino que ademas pueden surgir episodios
agresivos (no detectados en nuestros experimentos). La ausencia de diferencias significativas
en esta Ultima prueba descarta la posibilidad de que los déficits observados en el paradigma de
discriminacién afectiva se deban a una evitacion social inducida por mayores niveles de ansiedad
en los mutantes Grinl KO.

Las habilidades sociocognitivas son fundamentales para facilitar las interacciones con
pares y promover la integracién en nuevos entornos sociales [194]. Como se mencioné en la
introduccion, en la esquizofrenia existe una asociacién significativa entre los déficits en la
cognicion social, el funcionamiento social y el sintoma negativo del retraimiento social
[63, 78-83, 88, 89]. En este sentido, se ha propuesto que las alteraciones en el reconocimiento y
discriminacion emocional podrian dar lugar a interacciones sociales aberrantes en diferentes
contextos, lo que derivaria a su vez en retraimiento social [89]. En este trabajo reportamos que
los ratones Grinl KO exhiben un déficit en la formacion de jerarquias (Figura 12) y en la defensa
de su territorio frente a congéneres intrusos (Figura 13), lo que podria reflejar una dificultad en la
evaluacion de las claves emitidas por sus congéneres en contextos que requieren una respuesta
efectiva e inmediata. Aunque la relevancia traslacional de estas alteraciones parece ser menor
qgue la del déficit en la discriminacion de estados afectivos, es importante destacar que este
modelo animal también ha mostrado alteraciones en la construccién de nidos y en la conducta
de apareamiento [145], lo que apunta a la existencia de una disfunciéon social mas amplia,
manifestada en diferentes contextos. En este trabajo, también identificamos un fenotipo de
retraimiento social en los mutantes Grinl KO cuando fueron evaluados en el EAST (Figuras 14
y 15), lo que subraya la importancia de monitorear el comportamiento social durante periodos
prolongados y no sélo en una escala temporal de minutos, como sucede en la mayoria de las
investigaciones del campo [7]. La ausencia de alteraciones durante una fase inicial de
acercamiento y novedad social —caracteristica de la prueba estandar de preferencia social, del
test de interaccion social libre y de la primera fase de luz del EAST— puede enmascarar un déficit
gue solo se manifiesta a largo término. El aumento sostenido del tiempo de permanencia en la
zona del objeto durante la segunda mitad de la fase oscura del EAST, asi como los episodios de

inmovilidad ubicados lo mas lejos posible de la zona social durante la segunda fase de luz,
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constituyen indicadores conductuales Utiles para modelar alteraciones sociales persistentes con
valor traslacional. Dada su disponibilidad actual, seria interesante emplear sistemas de
seguimiento en entornos semi-naturalistas para monitorear a largo plazo el comportamiento
social de los ratones Grinl KO en un contexto grupal [6, 7].

Dado que la esquizofrenia en hombres tiene un inicio mas temprano, un peor
funcionamiento social y una incidencia ligeramente mayor que en mujeres [195-198], en este
trabajo nos centramos exclusivamente en ratones macho. Considerando la literatura sobre
diferencias entre sexos en la sintomatologia de la esquizofrenia, esta limitacion impide extrapolar
el impacto de la manipulacion de los receptores NMDA a las hembras, lo que justifica la
realizacion de estudios adicionales. Por ejemplo, seria interesante evaluar el comportamiento de
las hembras Grinl KO en las distintas versiones de nuestro paradigma de discriminacién afectiva,
considerando que las hembras wild-type, al igual que los machos, son capaces de discriminar
estados afectivos expresados por sus congéneres [11, 12, 22-25, 27, 29]. Una evaluacion
preliminar en el EAST reveld que las hembras Grinl KO presentan un patron de interaccion social
mas complejo que el de los machos, caracterizado por una reduccién en el tiempo de
permanencia en el lado social durante las primeras horas de evaluacion (ver Anexo, Figura A2).
No obstante, esta disminucién estuvo acompafiada por una reduccion en la actividad locomotora,
lo que dificulta la interpretacion de los resultados. Ademas, observamos una mayor variabilidad
en las respuestas individuales, posiblemente vinculada a diferencias no controladas en la fase
del ciclo estral. Una interpretacién adecuada de estos hallazgos requiere de una caracterizacion
conductual mas exhaustiva, que incluya evaluaciones de la funcién olfativa, niveles de ansiedad
y memoria, entre otras. Los datos preliminares obtenidos en las hembras se incluyen Gnicamente
para la consideracion del lector.

Estudios previos han relacionado la ablacion de los receptores NMDA en interneuronas
parvalbumina con déficits en el comportamiento social [151-154]. Aunque se ha observado una
discriminacion deteriorada entre congéneres y objetos inanimados, discrepancias en la
distribucion regional, especificidad de tipo celular o el momento de la recombinacion entre las
lineas Cre utilizadas podrian explicar las diferencias conductuales con el presente trabajo.
En primer lugar, si bien la linea PV-Cre empleada en dichos estudios dirige la recombinaciéon de
forma selectiva hacia las interneuronas PV+ [199], también induce la eliminacién de los
receptores NMDA en las neuronas de Purkinje del cerebelo, una estructura involucrada en el
control del reconocimiento social [200, 201], que no se ve afectada en nuestros mutantes.
En segundo lugar, en los ratones Grinl KO, la recombinacién ocurre entre los dias posnatales 7
y 28 [145]. Estudios previos en ratones knockout derivados de PV-Cre estiman el inicio de la
ablacion del receptor NMDA entre las 4 y 8 semanas de edad, es decir, significativamente
después del periodo de maduracion del fenotipo de disparo rapido de las neuronas PV,

gue ocurre entre los dias posnatales 6 y 21 [202, 203]. En tercer lugar, la delecion adicional del
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receptor NMDA en neuronas GABAEérgicas positivas para reelina podria contribuir a los fenotipos
conductuales observados en este trabajo, ya que aproximadamente el 30% de estas neuronas
son afectadas en la linea Ppplr2-Cre utilizada, pero no en la linea PV-Cre [145].

Nuestro equipo report6 previamente que la ablacion selectiva de los receptores NMDA en
interneuronas GABAérgicas corticolimbicas durante un periodo posnatal temprano produce un
desbalance excitacion/inhibicién en la corteza prefrontal que s6lo emerge cuando predominan
las oscilaciones gamma y theta, asociadas a tareas comportamentales de alta carga cognitiva en
las que los pacientes con esquizofrenia presentan dificultades [109]. Podria especularse que la
capacidad de discriminar dos estados afectivos de distinta valencia conlleva una mayor carga
cognitiva que la que se pone en juego al discriminar un estimulo social de uno inanimado o el
grado de novedad de dos congéneres. Por consiguiente, el desbalance excitacién/inhibicién pudo
haber ocurrido en el paradigma de discriminaciéon afectiva y no en las pruebas que evaltan
capacidades sociales mas elementales, lo que podria explicar las diferencias a nivel
comportamental. Dado que el desbalance excitacion/inhibicion reportado se inclina hacia la
excitacion, podria haberse esperado un aumento del marcador c-Fos en respuesta al paradigma
de discriminacion afectiva y no una reduccidon con respecto al grupo control. Sin embargo,
las diferencias reportadas en los niveles de c-Fos (Figura 8) podrian derivar de una menor
capacidad de reclutamiento neuronal, dada por una excitabilidad basal elevada en el mutante
Grinl KO.

Para concluir, evaluamos la validez predictiva del modelo transgénico utilizado.
Resulta improbable que la mera restauracion de la funcion del receptor NMDA en las
interneuronas afectadas sea suficiente para revertir los fenotipos descritos, dado que las
alteraciones conductuales derivadas de su ablacion emergen Unicamente tras procesos
adicionales de desarrollo anémalo durante la adolescencia [145]. Previamente reportamos que
un tratamiento crénico con risperidona es capaz de atenuar las alteraciones en la memoria de
trabajo y la inhibicién por prepulso de la respuesta de sobresalto en los mutantes Grinl KO [145].
En este trabajo nos propusimos determinar los efectos de la clozapina sobre el comportamiento
social durante periodos prolongados (Figura 16). Dado el efecto limitado de los farmacos
antipsicoéticos sobre los sintomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia, nuestra expectativa
inicial de obtener un efecto terapéutico era baja. Sin embargo, observamos una reversion
significativa del fenotipo de retraimiento social en el EAST, sin que se viera afectada la actividad
locomotora de los animales evaluados. Estudios previos han reportado que el tratamiento
subcronico con clozapina, a dosis que no afectan la locomocion, no modifica el comportamiento
social en ratones wild type [204]. Por esta razén, realizamos el experimento exclusivamente en
ratones mutantes. Una caracterizacion exhaustiva del potencial efecto terapéutico de los
antipsicoticos en todas las tareas conductuales realizadas excede el alcance del presente

estudio. Sin embargo, podemos especular que el tratamiento con farmacos antipsicoticos que
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actlan sobre el sistema dopaminérgico podria atenuar las alteraciones en la discriminacion
afectiva del mutante, dado el rol de dicho sistema en el comportamiento socioafectivo
—evidenciado en la primera parte de esta tesis— y el desbalance dopaminérgico reportado
previamente en este modelo animal [147].

3. Consideraciones adicionales

Para finalizar, es pertinente sefialar algunas observaciones metodologicas generales.
Al comienzo de este trabajo, empleamos los protocolos de restriccion fisica y de alivio
post-deprivacion desarrollados por otros grupos de trabajo a fin de inducir estados afectivos de
distinta valencia en ratones wild-type. Sin embargo, obtuvimos resultados inconsistentes que no
replicaron lo reportado con anterioridad (ver Anexo, Figura A3). Posteriormente, aplicamos los
protocolos de derrota social y pre-exposicion repetida a una recompensa, los cuales no sélo
generaron resultados mas confiables, sino que también presentan una serie de ventajas relativas.
En primer lugar, ambas manipulaciones favorecieron una preferencia socioafectiva sostenida
durante periodos mas prolongados que los reportados en estudios previos, que la observaron
s6lo en los primeros dos minutos de evaluacién [11, 12, 22-31]. En segundo lugar,
la derrota social aguda es un modelo experimental que desencadena una serie de respuestas
neurofisiolégicas y comportamentales que podrian considerarse mas pronunciadas que las que
produce la restriccion fisica breve [205, 206]. Finalmente, la pre-exposicién repetida a una
recompensa en el contexto de testeo permite inducir un estado afectivo positivo sin requerir
restriccion previa de agua o alimento, evitando asi un componente inicial de tipo aversivo que no
puede descartarse en estudios similares [11, 12, 23, 29, 30].

Una limitacion del presente trabajo es la ausencia de caracterizacion de los distintos tipos
de demostradores utilizados. Futuros estudios podrian investigar el impacto de las
manipulaciones empleadas en pruebas de preferencia condicionada de lugar o en la
concentracion plasmatica de corticosterona, como se ha realizado anteriormente [11, 12],
asi como en otros comportamientos potencialmente relevantes, tales como la actividad
locomotora, las vocalizaciones, la ansiedad y el autoacicalamiento. Como se mencioné en la
introduccidn, un estudio reciente reporto la existencia de ensambles neuronales funcionalmente
independientes en la VTA que codifican estimulos de distinta valencia [55]. Estudios futuros
podrian utilizar la técnica de recombinacion dirigida en poblaciones activas (TRAP) para evaluar
si las manipulaciones aplicadas a los demostradores (preexposicion a una recompensa y
episodios de derrota social) reclutan distintos ensambles neuronales que codifican estimulos de
valencia opuesta y si los mismos se reactivan especificamente frente a manipulaciones

alternativas congruentes utilizadas en otros estudios, ya sea apetitivas como aversivas.
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CONCLUSION

En el presente trabajo investigamos las bases neurobioldgicas del comportamiento
socioafectivo, tanto en condiciones normales como patologicas, mediante un enfoque
experimental que integré herramientas genéticas, neurobioldgicas y conductuales en ratones.

En primer lugar, demostramos que las neuronas dopaminérgicas de la VTA desempefian
un rol en la discriminacién de estados afectivos expresados por congéneres en el contexto de
una interaccién social. La inhibiciébn quimiogenética de esta poblacién neuronal aboli6 la
preferencia de los animales por congéneres en estados afectivos de valencia positiva y negativa,
sin afectar capacidades sociales elementales, como la discriminacién entre estimulos sociales e
inanimados o entre congéneres de distinta novedad. Estos hallazgos respaldan parcialmente
nuestra primera hipétesis, requiriéndose estudios adicionales para determinar si esta poblacion
neuronal participa de manera efectiva en la preferencia y reconocimiento social.

En segundo lugar, demostramos que el modelo murino Grinl KO presenta un déficit
global en la discriminacién de estados afectivos, junto con dificultades funcionales en diferentes
contextos sociales y un fenotipo de retraimiento social, el cual fue revertido mediante un
tratamiento subcronico con un farmaco antipsicético. Estos resultados respaldan nuestra
segunda hipétesis, dado que la ablacion posnatal temprana del receptor NMDA en interneuronas
GABAérgicas corticolimbicas produjo alteraciones comportamentales que reproducen aspectos
de la sintomatologia negativa y sociocognitiva de la esquizofrenia y que poseen mayor relevancia
traslacional que las conductas sociales comUunmente evaluadas en el campo, como la
aproximacion social, la preferencia social o la interaccion libre a corto plazo.

En conclusion, esta tesis aporta evidencia novedosa sobre los sustratos neurobiol6gicos
gue subyacen al comportamiento socioafectivo normal, destacando el papel del sistema
dopaminérgico del cerebro medio, tradicionalmente asociado a la motivacién y al procesamiento
de recompensas. Asimismo, nuestro trabajo subraya que la hipofuncién glutamatérgica
constituye un mecanismo fisiopatolégico relevante para trastornos neuropsiquiatricos que

presentan alteraciones en el comportamiento socioafectivo, como la esquizofrenia.
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ANEXO

1. Expresion del DREADD inhibitorio en las neuronas dopaminérgicas de la VTA de los
ratones DAT-Cre

Figura A1l. Inhibicién quimiogenética de la actividad dopaminérgica de la VTA. En este panel se incluyen

imagenes de secciones coronales del mesencéfalo de ratones DAT-Cre de la primera camada evaluada.
Las imégenes se seleccionaron en funcién de la coordenada anteroposterior en la que se detectd la mayor

expresion viral del marcador mCherry (Bregma -3.40 a -3.60). La barra de la escala representa 1 mm.



2. Interaccién social prolongada en hembras Grinl KO y control en el EAST
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Figura A2. Con el fin de evaluar el comportamiento social de hembras Grinl KO y control durante un
periodo prolongado, llevamos a cabo el EAST en dos camadas independientes de animales, utilizando el
mismo protocolo experimental que en machos. En esta oportunidad, utilizamos como estimulo social a
hembras wild-type de la misma edad. A. Tiempo de permanencia en la zona social y del objeto (ANOVA
de tres vias de medidas repetidas: interacciéon de tres vias: Fi3,182 = 1.346, p = 0.190; interaccién de dos
vias genotipo x estimulo: F1,14 = 0.459, p = 0.509; factor genotipo: F1,14= 0.600, p = 0.452). B. indice de
preferencia (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fz2s = 0.342, p = 0.713; factor
genotipo: F1,14 = 0.335, p = 0.572; factor fase: F2,2s = 3.077, p = 0.062). C. Ubicacion espacial promedio en
el brazo, calculada como la distancia desde la ventana de exploracion de la zona social para cada hora de
la prueba (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: F13 182 = 1.580, p = 0.094; factor genotipo:
F114 = 0.986; p = 0.338). D. Distancia promedio a los demostradores en cada fase de la prueba (ANOVA

de dos vias de medidas repetidas: interacciéon: Fz28 = 1.154, p = 0.330; factor genotipo: F1,14 = 0.077,
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p = 0.786; factor fase: Fz28 = 6.449, p = 0.05). E. Actividad locomotora durante cada hora de la prueba
(ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: Fiz1s2 = 1.500, p = 0.121; factor genotipo: F1,14 =
0.843, p = 0.374; factor tiempo: Fis1s2 = 0.672, p = 0.789). F. Distancia total recorrida en cada fase de la
prueba (ANOVA de dos vias de medidas repetidas: interaccion: F22s = 0.630, p = 0.540; factor genotipo:
F114 = 0.843, p = 0.374; factor fase: F2,2s = 38.50, p < 0.001). Los resultados se expresan como media
+ SEM. CTRL: hembras control (n = 8); KO: hembras Grinl KO (n = 8).

3. Variantes del test de discriminacion afectiva en animales wild-type
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Figura A3. Con el fin de evaluar otras alternativas para alterar el estado afectivo de los animales, utilizamos
manipulaciones experimentales desarrolladas recientemente por otros equipos de trabajo [11, 12].
(A-C) En una variante aversiva del paradigma, los ratones wild-type evaluados (n = 6) pudieron interactuar
durante 10 minutos con un demostrador restringido fisicamente en un tubo falcon durante 15 minutos antes

del test y con un demostrador neutral que permanecié inalterado en su jaula de origen durante el mismo
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lapso. A. Disefio experimental. B. Mapa de calor de la posicién de la cabeza de un ratén C57BI/6 wild type
representativo durante toda la sesion, donde el azul y el rojo indican los tiempos de exploracién mas bajos
y mas altos, respectivamente. Las zonas virtuales fueron representadas con lineas punteadas.
C. (Izquierda) Los animales evaluados exploraron por un tiempo similar a ambos demostradores durante
los primeros cuatro minutos del test (prueba de t pareada: ts = 1.018, p = 0.355). (Derecha) El indice de
preferencia no fue significativamente distinto del nivel de chance, representado con la linea punteada
(prueba de t de una muestra: ts = 0.674, p = 0.530). (D-F) En una variante apetitiva del paradigma,
los ratones wild-type evaluados (n = 8) pudieron interactuar durante 10 minutos con un demostrador neutral
que recibié agua ad libitum dentro de su jaula hasta el comienzo de la prueba, junto con uno que fue
deprivado de agua durante 23 horas y que volvié a acceder a la misma durante 1 hora antes de la prueba
de manera ad libitum. D. Disefio experimental. E. Mapa de calor de la posicion de la cabeza de un ratén
C57BI/6 wild type representativo durante toda la sesion, donde el azul y el rojo indican los tiempos de
exploracion mas bajos y mas altos, respectivamente. Las zonas virtuales fueron representadas con lineas
punteadas. F. (lzquierda) Los animales evaluados exploraron por un tiempo similar a ambos
demostradores durante los primeros cuatro minutos del test (prueba de t pareada: t7 = 1.502, p = 0.177).
(Derecha) El indice de preferencia no fue significativamente distinto del nivel de chance, representado con
la linea punteada (prueba de t de una muestra: t7 = 1.740, p = 0.125). Los resultados se expresan como
media + SEM.
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