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RESUMEN

La predacion representa una importante fuerza evolutiva modelando
adaptaciones especificas quermiten a los organismos presa reconocer, evitar y
defenderse de los predadores. Mas alla de los efectos letales de la predacion, ha
surgido un creciente interé&on relacion dos efectos no letales sobre la supervivencia
y reproduccion de las especiesega. En esta Tesis se evalla la respuesta
comportamental y fisiol6gica del roedor subterrar@enomys talarumfrente a un
factor de estrés natural, comias pistas indicativas de la presend& predadores
(oring olor de pielde gatq inmovilizaciop los resultados obtenidos revelan que la
exposicion de los tuetnicos a estas pistas genera un estado de ansiedad e induce
cambios comportamentales asociados a la disminucion de la actividad locomotora y
generacion de conductas de evitacion. Ademas, logolde la piel resultaron mas
ansiogénicos que la orina. Los resultados evidencian que la intensidad del olor del
predador natural tiene un rol en la aparicibn de comportamientos defensivos, aunque
no se observé una relacidlirectaentre la intensidad dl olor del predador y los niveles
de ansiedadPor otro ladg la exposicion repetida aslpistas de unpredador generé
una clara habituacion de los twtucos a ella. Por lo tanto, estos resultados
proporcionan evidencia valiosa de que los tipos de olompuaador, junto con la
frecuencia de exposicion, son determinantes importantes de la aparicion, intensidad y
disminuciébrde comportamientos defensivos en tutwos.Asimismose encontr@ue,
frente al olor de la piel;y en mayor medidaa la inmovilizeién, los tucetucos
responden fisioldgicamente mediante la secrecidn de cortisol. A su vez, esta respuesta
fue acompafnada por una respuesta comportamental asociada a la aparicion de estados
de ansiedad, principalmente en los individuos inmovilizadogn8iargo, la misma no
fue notoria cuando se incrementd el cortisol plasmatico por via exégenatré@tado,
este trabajo muestra la influencia del estrés prenatal asociado a la presencia de pistas
del predador en el desarrollo de respuestas comportamesi@dé la descendencia, que
muestran un claro estado de ansiedad y cambios comportamentales asociados con la

disminucién de la actividad locomotora y comportamientos de evitacion. Por lo tanto,



estos individuos expuestos prenatalmente a sefiales predatouastran adaptaciones
comportamentales que pueden contribuir a evitar los predadores en la vida &hirlta.
ultimo, los tucetucos mostraron una clara preferencia por alimentarse en areas donde
estaban presentes las pistas de un herbivoro y no en areemda® a pistas de un
predador. Este evitamiento fue ain mayor luego de experimentar estrés por predacion.
Conjuntamente, los resultados obtenidos en dstas brinda un aporte al estudio de

las respuestas de animales silvestres a situaciones estresaotidganas en su
ambiente,en este casoel riesgo de predacion. Particularmente, el modetenomys
talarunresulta de interés en el estudio de la fisiologia y el comportamiento de roedores

silvestres.



INTRODUCCION GENERAL

La predacion ha sido cadsrada como una de las fuerzas de seleccion mas
importantes, afectando una inmensa variedad de caracteristicas biologicas tales como
las estructuras sociespaciales de las comunidades, la organizacién social, los sistemas
de apareamiento, el comportamieny la homeostasis fisiolégica de los individuos
(Voelklet al 2016). Sin embargo, inicialmente, el mayor interés en el estudio de la
predacion fue focalizado sobre los efectos letales de la misma, esto es, sobre los efectos
de la remocién de las presan la demografia de las poblaciones, y a través de una
diversidad de interacciones (ej. relaciones tréficas, parasitignolp estructura y
dindmica de la comunidad (Lima 1998, Preigteal 2005, Boonstra 2013). Solo
recientemente varios estudios haomenzado a analizar los efectos no letales (también
RSY2YAYylIR2&4 GAYRANBOG2a¢> ay2 YSRAFR2A& LJ2N
de predadores o de las pistas indicadoras de su cercania, los cuales se originan cuando
las presas modifican su comport@nto en respuesta a la presencia de predadores
(Clinchyet al 2013, Mollet al.2017). Estos efectos no letales de la predacion han sido
descriptos en una gran variedad de especies, sugiriendo que los resultados finales del
impacto no letal de los predares serian, en términos probabilisticos, inclusive de
mayor magnitud demografica que los producidos por la muerte de las presas,
involucrando ademas efectos transgeneracionales (Clatcily2013).

Una caracteristica destacable de las interaccionedaplorpresa es que la
predacion actia como una fuerza selectiva fuerte, conduciendo a diversas
adaptaciones en las especies presa (Kats y Dill 19981 29®BLos organismos presa
exhiben adaptaciones primarias o pasivas que contribuyen a evitarradasglqres, asi
como mecanismos secundarios que les permiten defenderse de los mismos. Los
mecanismos defensivos incluyen caracteristicas morfologicas (espinas), fisiologicas
(toxinas), morfologicasioldgicas (cripsis y mimetismos), de historia de vateago
en la reproduccion) o comportamentales (Kavaliers y Choleris 2001, Apfetbalch
2005). En conjunto, los efectos de estas estrategias se centran en la reduccion de la
probabilidad de encuentro con ptedador,asi como en la disminucién deltéxide

ataque sobre la presa localizada. Si bien el beneficio sobre la supervivencia resulta



evidente, el desarrollo de los mismos depende tanto de los compromisos y costos
asociados, como de las capacidades de evaluacion del (f@sgdiers y Choleris @D,
Hegabet al 2014).

En diversas especies de mamiferos, la defensa antipredatoria implica la
deteccion y respuesta a sefiales quimicas especificas que producen los predadores,
tales como los olores originados en el pelaje, orina, heces y secreciortkgage)
variando el tipo de respuesta desencadenada de acuerdo a las caracteristicas de la
sefal de predador detectada (Apfelbathal. 2005) En este punto, cabe destacar que,
en estudios de comunicacion animal, se hace una distincion fundamental entre
utilizacion del término sefiales, las cuales han evolucionado especificamente para
alterar el comportamiento o la fisiologia de un receptor, y pistas, que son fuentes de
informacion incidentales detectadas por receptores sin intencionalidad (Jamie 2017,
Maynard Smith y Harper 2003)\unque esta ultima definicién seria la mas correcta
para referirse a los olores de los predadgres gran cantidad de estudios ambos
términos se utilizan de manera indistinta

Los comportamientos antipredatorios generados exs@ncia de olores de un
predador han sido investigados en varias especies de mamttertzsen laboratorio
como en la naturaleza. En el laboratorio, la exposicidbn a un predador o al olor del
mismo produce disminuciones en la actividad locomotora, reshesi en los
comportamientos no defensivos (ej. acicalamiento), y busqueda de refugio donde
protegerse del predador y monitorear sus movimientos. En el campo, otros efectos
comportamentales, como alteraciones en los patrones de actividad, disminucién del
tiempo dedicado al forrajeo y la alimentacién, y cambios de hébitat, son también
frecuentemente observados (Dielenberg y McGregor 2001, Apfektaeth 2005,
Staples 2010¥rente a una situacion de riesgo predatorio, la ansiedad constituye una
reaccion devalor adaptativo, logrando evaluar el riesgo potencial deeseentro,asi
como generar una respuesta autonémica y comportamental que permita resolver esa
situacion estresante en forma exitosa. A diferencia del miedo, que ha sido descripto
como el estadode un animal durante el contacto o inminente contacto con un
predador, la ansiedad corresponde al estado del animal durante un ataque predatorio
potencial (Craskeet al 2009). En conjunto, varias de estas modificaciones

comportamentales, que les permiten las presas estimar la ubicacion, identidad y



peligro asociado al predador (evaluacion de riesgo), poseen una gran similitud con
varias psicopatologias humanas, en particular con desordenes de ansiedad, por lo que
el riesgo predatorio ha resultado en omodelo de interés biomédico (Blanchatdal.

2006, Clinchet al.2013).

Asi mismo, estas alteraciones comportamentales pueden estar acompafadas
por cambios fisiol0gicos asociadbka respuesta de estrés. La respuegtaeralizada
involucra la liberaén de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y glucocorticoides
(GCs: cortisol y/o corticosterona, dependiendo de la especie) como resultado de la
activacion del eje hipotalamatuitariaadrenal (HPA). En paralelo al eje HPA, se
produce la activacién detje simpéaticeméduloadrenal (SMA) como parte de la
reaccion de lucha/huida, lo cual desencadena la liberacion de catecolaminas
(noradrenalina y adrenalina) al torrente sanguineo (Wingéeldl 1998, Reeder y
Kramer 2005, Armario 2006\ pesar de quda respuesta inmediata de estrés es
considerada como adaptativa, se sabe que la activacion prolongada o cronica del eje
HPA vy, por lo tanto, concentraciones elevadas de GCs, pugamar efectos
deletéreos para las presas, afectando tanto su condicigitimnal como su capacidad
reproductiva y de supervivencia (Sapolsky 1992, Booasteh 1998, Sheriffet al
200%, Sheriffet al.2011). Asi mismo, estos efectos pueden extenderse a generaciones
siguientes, dado que se ha observado que la exposicidermaaa las pistas de
predadores tiene un efecto negativo sobre el comportamiento maternal y la ansiedad
de las crias (Mashoodt al 2009, Baueet al. 2015, Biaret al 2015). A diferencia de
los factores de estrés reactivos (aquellos que involucraafidesque comprometen la
homeostasis sin requerir procesamiento cognitivo, como el frio, dolor, hemorragias),
los de tipo anticipatorio representan amenazas que comprometen tanto la
supervivencia como la pérdida de homeostasis, con la particularidadudeuna base
psicolédgica. El riesgo predatorio se incluye en esta ultima, donde la presa potencial
responde a un estimulo basado en una evaluacién que incluye un componente de
respuestainnata, asi como la memoria de experiencias anteriores (Boonstra).2013
Recientemente, diversos autores describieron estos cambios en las presas con el
GSNXYAY2 aSO2t 23 Netal B ClinchgSaR 20£3), destatEndoyque

el contacto conlas pistasde la presencia de un predador natural representa una



situadbn de riesgo para los organismos presa y puede tener consecuencias
importantes en su vida.

Una de las relaciones entre predagwesa mas estudiadas es la existente entre
felinos yroedores, la cual evolucioné durante milenios y condujo a desarrollasen |
roedores respuestas antipredatorias frente a la presencia de sefiales de predgador.
evidencias disponibles dan cuenta de que muchas especies de roedores responden
rapidamente y en una multiplicidad de formas, tanto a los predadores como a las pistas
indicativas de su presencia en su ambiente natural (Apfektaah 2005, 2015). Sin
embargo, la mayoria de los estudios han sido realizados con especies modelo, esto es,
con animales que son faciles de mantener y reproducir en laboratorio y que presentan
ciertas ventajas experimentalespmo, por ejemplo, la existencia de variedades
genéticas controladas dentro de la misma especie. Sin embargo, estos organismos no
solo sufren una importante reduccion en la variacién genétieaotipica,sino que los
factores de estrés a los que se les somete experimentalmente no se corresponden con
aguellos a los que estan sujetos sus contrapartes silvestres, como son las restricciones
alimentarias, predacion, patégenos o interacciones agonisticas (Ketllaa97). Br
el contrario, sonmenos frecuenteslos estudios que involucran la respuesta
comportamental y fisiologica asociada en especies silvestres, representando los
desafios que los organismos encuentran en la naturaleza. Los reportes disponibles en
relacion a oedores silvestres expuestos a olores provenientes de sus predadores
naturales se restringen a pocas especies e incluyen reportes sobre modificaciones en su
actividad locomotora, de alimentacion y uso del espaciavi@rotus oeconomus,
Microtus agrestis, Mrotus arvalis, Clethrionomys glareo{@alder y Gorman 1991;
Borowski 1998a,b; Borowski y Owadowska 2001), efectos sobre la reproduccion y
desarrollo de crias emicrotus unguiculatus, Mesocricetus auratysPhodopus
campbell(Vasilievaet al.1999, 2@1).

Ctenomys talarunftuco tuco de los Talas, Thomas, 1898) es un roedor silvestre
solitario, que se encuentra en suelos arenosos costeros de la provincia de Buenos Aires
(Argentina). Ambos sexos en todas las edades (excepto las crias hasta el momento de
dispersidon) son sedentarios y mantienen territorios exclusivos (Btsih1989). El
sistema de cuevas de esta especie tiene una estructura compleja de galerias cerradas

paralelas a la superficie del suelo, caracterizadas generalmente por un tanel axial



principal y un numero variable de ramas laterales y tuneles de alimentacion, todos ellos
conectados (Antenuchi y Busch 1992, Buetcal. 1989, 2000). El tamafio del home
range varia entre los sexos, con los machos ocupando areas mas grandes que las
hembras. Esta diferencia se ha atribuido a variaciones en las demandas energéticas
entre machos y hembras, siendo los machos méas grandes que las hembras y
requiriendo asi mayores areas de forrajeo (Cutrefraal. 2006). Ademas, se ha
relacionado con el sistema épareamiento de esta especie, una poligpoiadefensa
de recursos (Zenutet al.1999).

El sistema subterraneo de tuneles en cual que habitan lostioog ademas
de ofrecer proteccion de las fluctuaciones ambientales extremas existentes en la
supeficie), se ha propuestadambién como un amortiguador contra la predacion,
debido a que la cueva en si misma representa una adaptacion que les permite evitar a
los predadores (Nevo 1995, Reaigal. 1990). Aun cuando la mayor parte de las
actividades ocurreen el ambiente subterrdneoC. talarum realiza excursiones
frecuentes a la superficie mientras busca alimento o durante la dispersion (Etalizia
al. 1995, Busclet al.2000). Aunque esta especie utiliza el olfato durante la excavacién
en la ubicacién dparches de alimento (Schleich y Zenuto, 2007), la mayor parte de la
recoleccion ocurre en la superficie, cuando los animales emergen a cortas distancias de
las cuevas para cortar la vegetacion que crece en el suelo y luego vuelven hacia las
cuevas donde mieriormente consumen las hojas y tallos (Buetchl. 2000). Durante
estos breves periodos en la superficie, los 4ucos se vuelven vulnerables a los
predadores aéreos y terrestres, entre 1os que se encuentran principalmente los buhos,
zorros y gatosavajes (Vassallet al. 1994, Buschet al. 2000, Canepuccia 2005).
Ademas, en las areas periurbanas también se han detectado eventos predatorios por
perros y gatos domésticos (C. E. Schleich, com. Bex@ntemente, en un estudio de
la dieta de felinoSudamericaos, se encontré que el porcentaje @genomysen la
misma fue mayor que el de otras esgs de roedores caviomorfos (Zapataal.
2015)

Estudios previos en esta especie de roedor subterraneo demostraron que la
exposicion a sefiales de un gaelor natural ejerce un fuerte impacto sobre sus
habilidades cognitivasEstas habilidadesson particularmente relevantepara C.

talarum, ya que,un gran desarrollo de la orientacion espacialeyla capacidadde



aprender y memorizar un sistema de tundiepermitiria lograr con éxita obtencion

de alimento, reproducirse y defender el territorio dmis cuevas subterraneas
(Antinuchi y Schleich 2003). Dentro de las cydaagrientacion espacial se basa en
informacion sensorial restringida, debido ab Usnitado de las sefiales auditivas y
olfativas, y a la imposibilidad de usar sefales visuales para la orientacion (Reichman y
Smith 1990). En consecuencia, esta restriccion de estimulos sensoriales requiere el
desarrollo de mecanismos de orientacion efitgs dentro de las cuevas. Estudios
previos mostraron que esta habilidad espacial puede estar modulada por el riesgo de
predacion. Por ejemplo, se observd que la exposicion puntual a sefiales directas de un
predador (inmovilizacién y orina de un gato) ganana respuesta de estrés que
produce un efecto negativo a corto plazo sobre la expresion de la memoria espacial de
referencia (que es adquirida por la repeticiéon de ensayos de una tarea, y persiste por
dias 0 meses) mientras que no afecta la formaciola eceemoria espacial de trabajo

(se forma y expresa dentro de una sesion de una tarea) (Mastrétgal2009). Asi
mismo, se ha observado que el aprendizaje espacial es afectado en gran medida por la
presentaciorpuntual o crénica de sefiales de la presa de predadores (Bracheia

al. 2014). Por lo tantoC. talarumresulta un modelo interesante para investigar el
desarrollo de comportamientos defensivos antipredatorios tendientes a evitar, no solo
las consecuencias deletéreas de un ataque direclosdpredadores, sino también las
consecuencias de ataques fallidos, tales como alteraciones en la actividad y el uso del
hébitat, la tasa de forrajeo, el crecimientta reproduccion (Preisser y Bolnick 2008).

Por lo tanto, el objetivo general de estaifees evaluar la respuesta comportamental y
fisioldgica de un roedor silvestre subterran€otalarum frente apistas indicativas de

la presencia de un predadartilizachs como indicadores de riesgo potencial de
predacion.

En particular, se desarroltar los siguientes objetivos:

1): evaluar si el olor de un predadggato- (orina o pelaje) induce variaciones a corto y
largo plazo en los niveles de a) ansiedad b) actividad locomotora c) exploracion y d)

comportamientos defensivos; y la activacion gelpguitariaadrenales(Capitulo 1).

2): evaluar el efecto de la intensidad y repeticion de la sefal sobre la aparicion y

extincion de los comportamientos defensi@apitulo 2).



3): evaluara) la influencia de la naturaleza, y el mecanismo de evéhualg pistas
indicativas de la presencia de un predador, sobre la generacion de la respuesta
comportamental y fisiol6gica a estrés por predadipia respuesta comportamental
asociada a tratamientos que inducen incrementos enddégenos de GCs, exdgenos, asi

como la inhibicion de receptores de GCapitulo 3).

4): evaluar si la exposicion prenatal a las sefiales de la presencia de un pcg@aoior
(orina, piel + inmovilizacion) induce variaciones en los niveles de a) ansiedad b)
actividad locomotora c) exghciéon y d) comportamientos defensivos, asi como en las

respuestas fisiologias e inmunolégicas en {Capitulo 4).

5): evaluar la respuesta comportamental asociada a actividades de alimentacién frente
a olores derivados de predadores utilizados camlicadores de riesgo potencial de

predacion en el roedor subterran€d talarum(Capitulo 5).



CAPITULO 1

Respuesta de ansiedad a corto plazo frente a la

exposicion a olores de un predador.

El contenido de este Capitulo ha sido publicamoa
Brachetta V., Schleich C.E. and Zenuto R.R. 3@d8&term anxiety response of the
subterranean rodentCtenomys talarunto odors from a predatorPhysiology and

Behavior, 151, 59%03.



CAPITULA.: RESPUESTA DE ANSIEDSDRTO PLAZO FRENTA
EXPOSICION A OLORE®RFPREDADOR

INTRODUCCION

Como fue descripto anteriormente, muchas especies de mamiferos muestran
respuestas fisioldgicas y comportamentales a las sefiales de los predadores, tales como
el olor de la piel, orina, heces, saliva y sgorees glandulares, particularmente de la
glandula anal (Apfelbaeh al. 2005, Takahashkt al. 2005). En roedores, la exposicion a
predadores naturales o sus olores generalmente induce estados de ansiedad,
caracterizados por modificaciones a nivel cortgroental (disminucién de la actividad
locomotora o inmovilizacién, supresion de comportamientos no defensivos,
exploracion, evitacion de la fuente de peligro) y fisiologica (asociada principalmente a la
activacion del eje HP#ipotalamicepituitariaadrend; Adamec y Shallow 1993, Berton
et al 1998, Blanchard y Blanchard 1990, Dielenkérg. 1999, Kavalierst al. 1994,
Zangrossi y File 1992). En el plano neural, diferentes exposiciones a olores de un
predador inducen la activacién de genes tempranasiocgenes-fosy/o n C 2, ue
participan en los cambios en la actividad neuronal del sistema nervioso central (Hegab y
Wei 2014).

La expresion comportamental de la ansiedad, si no es controlada, puede
facilmente consumir una parte desproporcionada de los presupuestos dgizerne
tiempo de cada animal, en detrimento de otros comportamientasiales Blanchard
et al. 2008). Recientemente, y como producto del cambio del foco de interés hacia los
efectos no letales de los predadores sobre la demografia de la presa, eldeesgo
predacién ha sido indicado como un factor clave afectando no sélo las capacidades
cognitivas de la presa, sino también un conjunto de variables fuertemente asociadas a
la supervivencia y la reproduccién, como la condicion fisica, el comportamiento
parertal, la eficiencia de forrajeo, y hasta el dafio cromosomico, que comprenden en

conjunto la "ecologia del miedo" (Clingtyal 2013).



Aunque los individuos presa muestran respuestas defensivas innatas cuando son
expuestos al olor de un predador, estadarade acuerdo a la fuente de olor detectado.

Los olores derivados de la orina o las heces generalmente no solo persisten mucho
tiempo después de que ptedador abandonal lugar, sino que ademas estos defecan

de forma selectiva en lugares donde no ca®anr lo tanto, el valor predictivo respecto

de una amenaza predatoria es bajo, provocando, en consecuencia, una respuesta
comportamental débil. Por el contrario, los olores derivados de la piel o del pelaje de los
predadores indican su proximidad y riesgmediato, generando un comportamiento
defensivo mas fuerte (Staples 2010, Blanckaad 2003a).

Si bienlos mamiferos responden a los olores de los predadores en una
diversidad de formas, la evidencia disponible en roedores silvestres se restrimagge a
pocas especies e incluye reportes sobre las modificaciones en la actividad locomotora,
la alimentacién y el uso del espacio en varias especies de cricéddostys
oeconomus, Microtus agrestis, Microtus aryayis el topillo rojo Clethrionomys
glareolus Calder y Gorman 1991, Borowski 1998,b, Borowski y Owadowska 2001), asi
como efectos en la reproduccion y el desarrollo de las crias en cric8idostys
unguiculatusy Mesocricetus aurat)y el hamster enanoRhodopus campbelWasilieva
et a. 1999, 2001). Sullivan y colegas (1988) informaron lgsetuzasnortefias
(Thomomys talpoigeevitaron el TMT2,4,5 trimetiltiazolinaolor sintético de las heces
de zorre en el laboratorio, pero no la orina de diversos predadores. Sin embargo, la
evidencia presentada destaca que hay poca informacion disponible acerca de las
respuestas comportamentales a estas situaciones amenazantes en roedores silvestres.

Ctenomys talarungonstituye un modelo interesante para explorar los aspectos
fisiologicos y coportamentales previamente mencionados. Como fue detallado en la
introduccién, este roedor silvestre se expone frecuentemente a varios predadores
durante sus excursiones en superficie buscando alimento. Ademas de los efectos
directos obvios y perjudicialete un evento predatorio, un ataque fallido también
presenta fuertes consecuencias para el fithess de la presa. En el caso particular de esta
especie de tuctuco, la exposicidon a sefiales de predador afecta notoriamente las
habilidades espaciales, claveggoan animal que desarrolla la mayor parte de sus
actividades en extensos y complejos tuneles subterraneos (Mastréetgalo2009,

Brachettaet al. 2014). Por lo tanto, es esperable que frente a una situacion de riesgo



predatorio, las presas experimentan estado de ansiedad que les permita evaluar el
riesgo potencial de este encuentro y generar una respuesta comportamental que
permita resolver esta situacion estresante con éxito. En el caso partic@latadarum

la afectacion de las habilidades cibigas causada por el contacto con un predador
podria evitarse mediante el desarrollo de comportamientos defensivegradttorios.

En consecuencia, el objetivo general de este capitulo consiste en evaluar la respuesta
comportamental y fisiolégica de im@tluos deC. talarumexpuestos a los olores de
predadores utilizados como indicadores de riesgo potencial de predaoigarticular,
evaluaremosn el tucotuco de Is talas, si el olor de un predador (orina o piel/pelaje

de un gato) induce: 1) cambien la respuesta comportamental, asi como 2) activacion

del eje pituitarieadrenal.

Se predice que sefales de un predador, determinaran en individisaarum
aumentos en sus niveles de ansiedath aparicibn de comportamientos defensivos
expresads como una disminucién en la actividad locomotora y exploratoria. Tales
cambios comportamentales serdn acompafiados de variaciones en parametros
fisiologicos relacionados al estrés tales como mayores niveles plasmaticos de glucosa,
cortisol y proporciéon deneutrofiloslinfocitos. Estos efectos comportamentales y
fisiologicos serdn mas evidentes ante la presentacion de las pistas olfativas de
piel/pelaje debido al caracter de inmediatez de un potencial ataque que estas

representan en relacién a la orina.

MATERIALES Y METODOS

Animales y condiciones de laboratorio

Se capturaron adultos de ambos sexos (41 machos y 63 hembras), entre junio de
2013 y septiembre de 2014. Los animales fueron capturados en Mar de Cobo (37° 46'S,
57° 26'W, provincia de Buenos Ajrésgentina) utilizando un sde trampas plasticas
de captura viva (de malla metalica, diametro 10 cm) colocadad eterior de los
tuneles asociados monticulos de superficie frescos. A continuacién, los individuos
fueron transportados al laboratoripalojados en cajas de plastico individuales (30 x 40

x 25 cm) provistas de virutas de madera. La temperatura en el bioterio se mantuvo



constante a 25 + 1°C (termoneutralidad) y un fotoperiodo de LO 12:12. La comida fue
suministrada diariamente y consisén batatas, lechuga, maiz, pastos mixtos y semillas
de girasol. Después de 7 dias de aclimatacion al laboratorio, los animales fueron
utilizados en los diferentes experimentos. Al finalizamligsnosse devolvieron todos

los animalesl sitio de captur&n buenas condiciones de salud.

En esta Tesis se realizo la captura, manejo y mantenimiento en cautiverio de
todos los animales de acuerdo con las pautas aprobadas por la Sociedad Americana de
Mastozoologia (Sikes al 2016) y las leyes actuales de Atge. Una vezonformad
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Labo(@i@idALde la
FCEyN de la UNMdP, se tramitdé la aprobacién de los protocolos utiliZaGasAlL
255506-14 RD 141/15).

Exposicién a sefiales de predadores

Los tucetucos fueron expuestos a dos sefiales olfativas diferentes que indican la
presencia de un predador: virutas de madera impregnadas con orina de un gato macho
adulto (obtenidas 24 hs antes de los experimentos) y un pafio de tela (6 cm x 6 cm)
impregnalo con olor de la piel del gato (obtenido después de permitir que un gato use
la tela para descansar sobre ella durante un periodo de 7 dias antes del experimento).
Las diferentes muestras se almacenaron (tiempo maximo 24 12§) & en bolsas
plasticas slladas hasta su uso.

Para comparar los efectos de la exposicion de los individuos a los olores de un
predador, los individuos del grupo control fueron expuestos a agua inodora o aceite de
citronela concentrado, que comunmente se utiliza como olor comnmolmuchos
estudios, ya que se ha demostrado que no presenta ningun efecto de valor emocional o
hedonico para las ratas (Williaresal 2005, Kemble y Bolwahnn 1997). Para ello, se
02t2035 M >f RS OAGNRYStIl Sy dzy nuibdaS®0 | R&a 2 NI
g de virutas de madera y posteriormente se conservaron en bolsas de plastico selladas
hasta su uso. Dado que no se observo diferencia estadisticaebatnea oa citronela

(verresultado$, los datos de ambas condiciones de control se agrapa



Procedimiento

Todos los procedimientos experimentales se realizaron a ultima hora de la
mafiana. El comportamiento exploratorio de los ttumos se registré en dos pruebas
utilizadas comunmente para evaluar ansiedad en roedoresngbo abiertqdManafet
al. 2003, Montiglioet al. 2010) y ellaberinto en cruz elevad@ellowet al 1985,
Rodgers y Dalvi 1997, Holnetsal. 2000). Los individuos fueron utilizados solo una vez

en una de las pruebas a lo largo del estudio.

Campo abiert¢CA Fig. )

El dispositivo de campo abierto consiste en una caja de acrilico oscuro (100 cm x
100 cm x 35 cm altura) dividida en 25 cuadrados iguales marcados por lineas en el piso.
Los cuadrados se nombran consecutivamente empezando del izquierdo inferior (Al)
hast el cuadrado superior derecho (E5). Los individuos ingresan en el campo abierto
por una abertura cerca del cuadrado A3, mientras que la fuente de olor se coloca en el
medio del cuadrado E3. Las muestras con olores del predador y controles se presentan
a bbs individuos en soportes de plastico estandarizados (didmetro: 11 cm) cubiertos con
una malla metalica. El comportamiento de los ttwgms se registra usando una camara
de video por un periodo de 10 minlyego,se determinan los siguientes parametros a
partir de los registros: distancia total recorrida (cm), tiempo en movimiento (% tiempo
total), latencia para llegar y tiempo en el area cerca de la fuente olor (% tiempo total en
cuadrados E2 a E4 y D2 a D4), numero de contactos con la fuente deewipg ti
rascando paredes cercanas o distantes a la fuente de olor (s), y nimero de veces que
los individuos orinan en el campo abierto. Al finalizar cada experimento, el dispositivo
se lava con agua y detergente sin olor, se limpia con etanol y luego st aieegara
que no permanezcan los olores de los tratamientos previos. Para manipular los

animales y el aparato se utilizan guantes de latex para evitar transferir el olor humano.



Fg 1. Dispositivo de campo abierto.

Proedimiento experimentalos animales fueron previamente asignados al azar a 4
grupos de acuerdo con el tipo de olor del predador usado: G1 control (7 machos y 9
hembras), G2 orina (9 machos y 11 hembras), G3 tela impregnada con olor de la piel del

gato (6machos y 9 hembras) y G4 control citronela (2 machos y 4 hembras).

Laberinto en cruz elevadbE Fig. 2

Elmismoconsiste en una cruz de acrilico con dos brazos opuestos con paredes
transparentes y dos con paredes oscuras (25 cm de altura). Ladodgitos brazos es
de 45 cm y se extiende desde una plataforma central de 10 cm x 10 cm. El laberinto se
eleva 70 cm del nivel del piso con un soporte de madera. EI comportamiento de los
tuco-tucos se registra utilizando una camara de video durante 5tesinyiluego,se
determinan los siguientes parametros a partir de los registros: distancia total (cm),
namero de entradas a los brazos, nimero de entradas a los brazos transparentes (%
total), tiempo de permanencia en los brazos transparentes (% tiemald, teit tiempo
rascando las paredes en los brazos transparentes (% tiempo total) y el nUmero de veces
gue los individuos orinao defecanen el laberinto. Después de cada experimento, el

laberinto se limpia como se explicd anteriormente.



Fig 2 Laberirto en cruz elevado.

Procedimiento experimentgirevio a empezar los experimentos, los animales fueron
expuestos en sus cajas a las diferentes fuentes de olor del predador o muestras control
durante un periodo de 60 minutos: G1 controles (7 machos y Brasin G2 orina (6
machos y 10 hembras), G3 tela impregnada con el olor de la piel (6 machos y 9
hembras) y G4 control citronela (2 machos y 4 hembras). De manera similar al
experimento anterior, las diferentes muestras se presentaron a los individuos en
soportes de plastico cubiertos con una malla metalica durante un periodo de una hora
antes de los experimentos. Luego, los animales fueron llevados al laberinto y colocados

en la plataforma central para comenzar el experimento.

Medidas de estrés fisiol@gi

Al finalizar cada experimento, se tomo una muestra de sangre de cada animal a
partir del seno retroorbital. EI muestreo de sangre no tard6 mas de 3 min para
garantizar que los niveles de glucocorticoides no fueron afectados por el procedimiento
de extaccion (Vereet al. 2011). Luego se determinaron los siguientes parametros
fisiol6gicos a partir de muestras de sangre: hematocrito, glucosa en sangre, cortisol en
plasma y relacion N/L; siendo que los ultimos tres parametros suelen cambiar durante

la respesta al estrés (Armario 2006, Johnstehel 2012) y se utilizaron en estudios



anteriores enC. talarum(Brachettaet al. 2014, Vereaet al. 2008, 2011, Cutrerat al.
2010,Schleictet al.2015.

Hematocrito:los niveles de hematocrito, informativos th condicion fisiolégica de un
organismo (Johnstonet al.2012), se obtuvieron por centrifugacion capilar durante 15

min a 14.000 rpm.

Glucosalos niveles de glucosa en sangre, que varian en respuesta a factores de estrés
de nivel intermedio (Armariet al. 1986), se determinaron utilizando un glucometro

(AccuChek Active Roche Diagnostiasgo de medicion del sistema:-&00 mg/dl.

Cortisol:dado que enC. talarumse encontré que el cortisol, y no la corticosterona,
varia en respuesta a la expodn a factores de estrés (Varhal. 2011), los valores de
Saidl K2NX¥2yl &S 200dz0A SNRY dzi A1B8V,iehsfyR 2 dzy

por inmunoabsorcidn ligado a enzimas en fase solida).

Neutrofilos/Linfocitos:el nimero de linfocitos, neudfilos, eosindéfilos, baséfilos y
monocitos se determind mediante un microscopio a 450X, a partir de extendidos de
sangre fijados en metanol al 70% durante 10 min y tefiidos corGkeyvaldGiemsa.

Se contaron todos los tipos de celulares en un total dde2@@citos y luego se calcul6

la relacion N/L. La relacion N/L es un parametro de estrés que aumenta con la secrecion
de glucocorticoides particularmente asociada al estrés cronico (2aake2008), pero

mas recientemente Miller y colegas (2011) psipon que la relacion N/L y los GCs
indicarian diferentes condiciones de estrésCEmalarum se han verificado aumentos

en la relacion N/L durante situaciones estresantes puntuales (inmovilizacion breve, Vera
et al 2011) y crbnicas (por ejemplo, caaetio, Veraet al 2008 y restriccion

alimentaria, Schleicét al 2015).

Analisis estadistico
Se utilizé el test ANOVA de dos vias (sexo y exposicion como factores) para
evaluar si los diferentes parametros fisioldgicos y comportamentales de estiésodif

entre tucetucos hembra y macho expuestos o no a olores del predador (orina y tela



impregnada con el olor de la piel del gato). Cuando se observaron efectos
estadisticamente significativos de los factores, se utilizo el t&aildgpara identifiar

diferencias entre grupos.

RESULTADOS

Control: agua vs citronela

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos expuestos a agua o
citronela:test de campo abiertalistancia total recorrida (test de t, n = 22; gl =28-,
0.634, p= 0.533), tiempo en movimiento (test de t, n = 22; gl = 20;0t366, p =
0.719), latencia en llegar a la fuente de olor (test de t, n = 22; gl = 20, t = 0.158, p =
0.876), tiempo en el area cercana a la fuente de olor (test de t, n = 22; gt = 20,
1.289, p = 0.212), numero de contactos con la fuente de olor (test de t, n = 22; gl = 20,
= -1.146, p = 0.265), tiempo rascando paredes en la zona cercana (test de Mann
Whitney, n = 22T = 116.5, p = 0.100) o lejana (test de t, n = 22; gl £=2@,0277, p =
0.978) a la fuente de olor; medidas de estrés fisiol6gico: hematocrito (test de t, n = 22;
gl = 20,t = 0.629, p = 0.537), cortisol (test de Maititney, n = 22; T = 86.000, p =
0.707), glucosa (test de Maiwkthitney, n = 22; T = 75.500, p =Ly relacion N/L
(test de t, n = 22; gl = 2@, =-0.595, p = 0.558)Test de laberinto en cruz elevado
distancia total recorrida (test de MaiwWihitney, n = 18; T = 58.000, p = 0.963), numero
de entradas a los brazos (test de Malhitney, n = 18; T 57.000, p = 0.963), niUmero
de entradas a los brazos transparentes (test de t, n = 18; df = 4G0668, p = 0.952),
tiempo de permanencia en brazos transparentes (testde t, n = 18; gl = 1662, p =
0.116), tiempo rascando paredes en brazosspanentes (test de t, n = 18; gl = 16, t =
0.887, p = 0.388); medidas de estrés fisiologico: hematocrito (test de t, n = 18; gl = 16,
=-0.276, p = 0.786), cortisol (test de Mawhitney, n = 18T = 58.000, p = 0.963),
glucosa (test de t, n = 18; gl 6,1 =-0.365, p = 0.720) y relacion N/L (test de Mann
Whitney, n = 18] = 52.000, p = 0.673).



Test de campo abierto

¢ Distancia total recorrida (cm)a distancia total recorrida no difirié entre los
tratamientos(ANOVA, n = 52; gl = 2, F = 1.614,(211) ni entre sexos (ANOVA, n =
52;gl=1, F=0.0130, p = 0.910).

¢ Tiempo en movimiento (% tiempo totax presencia de olores del predador
disminuyo el porcentaje de tiempo en movimiento en individuos expuestos (ANOVA, n =
52; gl = 2, F = 24.30p < 0.001, Figga) aunque no se encontraron diferencias entre
sexos (ANOVA, n =52; gl = 1, F = 0.786, p = 0.380). Té@&slisegievelaron que los
grupos expuestos fueron diferentes a los controles (control vs G2: p < 0.001; control vs

G3: p < 0.001sinembargono se encontraron diferencias entre G2 y G3 (p = 0.599).

¢ Latencia para llegar a la fuente de olrtiempo empleado hasta hacer contacto con
la fuente de olor no difirié entre los grupos expuestos y el control (ANOVA, n = 52; gl =

2, F =0.918, p = 0.407) ni entre sexos (ANOVA, n=52; gl =1, F = 0.854, p = 0.360).

¢ Tiempo en el area cercana a la fuente de olor (% tiempo tebafe encontraron
diferencias entre logatamientos(ANOVA, n = 52; gl = 2, F = 0.230, p = 0.796) ni entre
sexos (ANOVA, n=52; gl=1, F=1.245, p = 0.270).

¢ Numero de contactos con la fuente de okr:nimero de contactos no difirié
significativamente entre los grupos control y expuestos a las diferentes fuentes de olor
(ANOVA, n =52; gl = 2, F = 0.5116,0.600) ni entre sexos (ANOVA, n=52; gl =1, F=
1.741, p = 0.194).

¢ Tiempo rascando paredes en la zona cercana a la fuente de oler tignpo
rascando las paredes en la zona cercana a la fuente de olor difirid significativamente
entre los grups control y tratamiento (ANOVA, n =52; gl = 2, F = 3.853, p = 0.028; Fig.
3b). Test delTukeyrevelaron que los valores de los grupos control fueron mayores que
los observados en el grupo G2 (p = 0.028). No se encontraron diferencias entre sexos
(ANOVA, & 52; gl =1, F=0.209, p = 0.650).



¢ Tiempo rascando paredes en la zona lejana a la fuente de olmm{Ermente, el

tiempo rascando paredes en la zona lejana a la fuente de olor difirid entre los grupos
control y tratamiento (ANOVA, n = 52; gl #2 6.571, p = 0.003; FBg). Tests de

Tukey revelaron que los valores de los grupos control fueron mayores que los
observados en el grupo G2 (p < 0.001) y G3 (p < 0.001). No se observaron diferencias
entre sexos (ANOVA, n=52;gl=1, F=0.4425480

¢ Orina y heceglebido a que solo 12 hembras 8 machos orinaron, mientras que 17

hembras y 15 machos defecaron en el campo abierto, este parametro no fue analizado.
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Fig. 3. Tiempo en movimiento (% totallédia + DE) (a), tiempo rascando las paredes
cerca (b) y lejos (c) la fuente de olor (seg) (Media + DE) en el campo abierto (hembras y
machos, controle§G1l)y expuestos a estrd&2 orinay G3 olor de piel dggato). Las

barras indican diferencias sigodtivas (p<0.05) entre el control y los grupos expuestos.



Medidas de estrés fisioldgico

¢ Hematocrito el hematocrito no difirié entre los grupos tratamiento y control (ANOVA,
n=52; gl =2, F=0.168, p = 0.846). Se detectaron valores de hematagres en
machos que en hembras (ANOVA, n =52; gl =1, F = 20.651, p <0.001, Tabla 1).

¢ Niveles de glucosa en sangl@s niveles de glucosa en sangre no difirieron entre los
grupos tratamiento y control (ANOVA, n =52; gl = 2, F = 0.410, p = 91@6&7)oco se
observaron diferencias entre sexos (ANOVA, n=52;gl=1, F =1.692, p=0.199, Tabla 1).

- Niveles de cortisol plasméaticdos niveles de cortisol no difirieron entre los
tratamientos y los grupos control (ANOVA, n =52, gl = 2, F = (p0893X)15), pero se
observaron diferencias significativas en los niveles de cortisol entre los sexos, con
valores mayores observados en las hembras (ANOVA, n =52, gl = 1, F = 13.309, p <
0.001, Tabla 1).

¢ Relacion neutrofilos/linfocitos (N/Lg: pesarde que se observoé una tendencia a
mayores proporciones en el grupo 3 en ambos sexos, no se observaron diferencias en la
relacion N/L entre los grupos control y tratamiento (ANOVA, n =52, gl =2, F=2.425,p =
0.100), mientras que difieren entre sexos) walores mas altos observados en machos

(ANOVA, n=52; gl = 1, F = 7.494, p = 0.009, Tabla 1).



Tabla 1:hematocrito (media + desvio estandar), niveles de glucosa en sangre (mg/ml) (media + desvio
estandar), relacion neutrdfilos/linfocitos€dia + desvio estandar) y niveles plasmaticos de cortisol (ng/ml) en
machos y hembras de Ctenomys Talafan=52)en grupo control (G1) y grupos expuestos a olores de

predadores (G2: orina y G3: olor de piel de gato).

Campo abierto
Gl G2 G3
Hemtras| Machos | Hembras| Machos | Hembras| Machos
Hematocrito 442 +£2 | 48.14 £ 4| 4209+ 3| 4955+5| 44.67+5| 4853

Niveles de glucosa en sangre(mg/ml) 75+12 | 94+32 | 93.6 £23|80.71 + 26104.67 + 3] 85.2+ 25

Niveles de cortisol plasmatico (ng/ml) |33.91+22| 9.80+4 |31.94+3( 14.01+9(24.18 +17 13.88+5

Relacién neutrdfilos/linfocitos 115+1| 117+1| 1.02+1| 19+1 | 256+5| 487+3

Test de laberinto en cruz elevado

- Distancia total recorrida (cmha distancia total recorrida fue menor é@mdividuos
expuestos a olores de predadores, aunque este resultado fue s6lo marginalmente
significativo (ANOVA, n = 46, gl = 2, F = 2.800, p = 0.078a)Fi§o se observaron
diferencias entre sexos (ANOVA, n = 46; gl =1, F =0.884, p = 0.353).

- Nomeo de entradas a los brazoso se observaron diferencias entre los grupos
control y los grupos expuestos (ANOVA, n = 46, gl = 2, F = 2.313, p = 0.112) ni entre
machos y hembras (ANOWAs 46; gl = I = 1.071, p = 0.307).

- Nimero de entradas a los ks transparentes (% total@is individuos expuestos a
olores de un predador ingresaron menos veces a los brazos transparentes que los
controles (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 4.753, p = 0.014b)FiBl test deukeyreveld
diferencias entre los gruposl@s. G2 (p = 0.029) y G1 vs. G3 (p = 0.030), pero no se
encontraron diferencias entre G2 y G3 (p = 1.000). EI numero de entradas no difirid

entre sexos (ANOVA, n=46; gl =1, F=1.167, p = 0.286).

- Tiempo de permanencia en los brazos transparentel(%empo total)se observo
un efecto significativo de la exposicion de los individuos a olores de un predador
(ANOVA, n =46; gl =2, F =7.226, p = 0.002), cotut@d expuestos permaneciendo



menos tiempo en los brazos transparentes que los cost(tdst deTukey G1 vs. G2: p

= 0.013; G1 vs. G3: p = 0.003), pero no se encontraron diferencias entre G2 y G3 (p =
0.844). No se observaron diferencias entre machos y hembras en este parametro
(ANOVA, n = 4§l = 1, F = 2.648, p = 0.112, Edj.

- Tiempo rascando las paredes en los brazos transparentes (% del tiempaoséotal):
observé un efecto global significativo de exponer a los individuos a olores de un
predador (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 4.204, p = 0.022d)-igl test delukeyrevelo

que los tucotucos expuestos al olor de piel de gato rascaban menos tiempo que los
individuos del grupo control mientras estaban en los brazos transparentes (p = 0.017),
pero no se encontraron diferencias entre G2 y G3 (p = 0.410). Nuevamente, no se
detectaron dferencias entre machos y hembras (ANOVA, n = 46; gl =1, F =0.852, p =
0.362).
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brazostransparentes (% total) (Media + DE) y el tiempo rascando las paredes en los brazos transparentes (% total) (Media e DI
laberinto elevado (hembras y machos, controles y expuestos al estrés). Las barras indican diferencias significajivexstrgp€0.0

control y los grupos expuestos.



Medidas de estrés fisioldgico

- Hematocrito se detectaron valores de hematocrito superiores en los grupos tratados
gue en los controles (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 3.703, p = 0.033). Ehguiisisori

revel6 diferencias significativas entre G1 y G3 (p = 0.042), pero no se encontraron
diferencias entre G1 y G2 (p = 0.939) y entre G2 y G3 (p = 0.087). Se observaron
diferencias entre sexos, con valores mas altos en machos (ANOVA, n =46; gl =1, F =
27.256,p < 0.001, Tabla 2).

- Niveles de glucosa en sangne se observaron diferencias entre los grupos tratados y
control (ANOVA, n =46; gl = 2, F = 0.359, p = 0.701) o entre sexos (ANOVA, n = 46; gl =
1, F=1.946, p=0.171, Tabla 2).

- Niveles de cortid plasmético los niveles de cortisol no difirieron entre los grupos
tratamiento y control (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 1.113, p = 0.33&nmngo,se
observaron valores mas altos en las hembras (ANOVA, n = 46; gl =1, F = 4.733, p =
0.036, Tabla 2).

- Relacion Neutrofilos/Linfocitos (N/ki el test del laberinto elevado no se observaron
diferencias entre los grupos control y tratamiento (ANOVA, n =46; gl =2, F =0.123,p =
0.884) ni entre sexos (ANOVA, n=46;gl=1, F =2.374, p=0.131). Tabla 2



Tabla 2:hematocrito (media + desvio estandamjyeles de glucosa en sangre (mg/ml) (media + desvio
estandar), relacion neutrdéfilos/linfocitos (media + desvio estandar) y niveles plasmaticos de cortisol (ng/ml) en
machos y hembras détenomystalarum (n = 46)en grupo control (G1) y grupos expuestosiaes de

predadores (G2: orina y G3: olor de piel de gato).

Laberinto en cruz elevado
G1 G2 G3

Hembras| Machos | Hembras| Machos | Hembras| Machos

Hematocrito 44+1 | 46.86+2| 446+2 | 46.83+3| 4467 +3| 5053

Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) |90.12 +2987.43 +24 95.3 +47| 80+ 18 |90.22+ 25| 69.67 + 14

Niveles de cortisol plasmético (ng/ml) |30.07+34 15.65+9|27.67+41 8.05+3 | 14.32+8| 8.84+3

Relacion neutréfilos/linfocitos 1.72+1| 1.17+1| 1.12+1| 222+2| 152+1| 345+3

DISCUSION

La predacion conlleva un riesgo mucho mayor que la pérdida temporal de
alimento, agua o0 una pareja, ya que un solo encuentro pregadsa puede conducir
a la muerte de la presa aquucir un efecto significativo sobre su fitness (Kavaliers y
Choleris 2001). Por lo tanto, es esperable que las presas desarrollen capacidades para
distinguir las pistas de los predadores que indiquen un riesgo potencialmente mortal y
generen reaccionesomportamentales apropiadas en respuesta a esta amenaza. Estos
comportamientos "anipredatorios” son cruciales para la supervivencia (Apfeleach
al. 2005).

Varios trabajos han demostrado que los olores de los predadores desencadenan
en las presas una e de respuestas fisioldogicas y comportamentales no
condicionadas. En estudios de campo, se demostré que los olores de los predadores
tienen un impacto directo sobre la reproduccién, el uso del espacio, la actividad
locomotora o la competencia intraespieza (Vasilievat al 2000, Robertgt al. 2001,
Borowski y Owadowska 2001). Por otro lado, en trabajos de laboratorio, se observaron

mayores niveles de ansiedad y aparicion de comportamientos defehsdgode la



exposicién a los olores de los predadpraunque estos efectos se presentan con
variaciones entre especies (Carobrez y Bertoglio 2005, Ennaceur 2014). Por ejemplo, De
Paula y colegas (2005) demostraron que ratas macho albinas Wistar mostraron
comportamientos de ansiedad después de la exposialéolor de los predadores,
mientras que Dielenberg y colegas (1999) mostraron que la rat&gtigg norvegicys
exhibié mayores niveles de ansiedad en el laberinto en cruz elevado luego de la
exposicion a un collar de gato. Generalmente los cambiospartamentales
observados con mayor frecuencia después de la exposicién al olor de los predadores
son disminucionesn la actividad locomotora y comportamientos no defensicomo

el aseo y la reproducciéy el retiro a lugares alejados del sitio corr ¢gRlanchard y
Blanchard 1989, McGreger al. 2002).

En esta primera parte de la Tesis Doctoral expusimos individuos adul@s de
talaruma dos diferentes olores de predadores y evaluamos su respuesta en las pruebas
de campo abierto y laberinto elevad&n la primera prueba se encontré que la
presencia de olores de predadores disminuyo el porcentaje de tiempo en movimiento
en individuos expuestos a olores de orina o piel/pelaje, una respuesta también
observada, por ejemplo, en machos de ratas SprBgudey en respuesta al olor del
gato (MufiozAbellanet al. 2011). Por otro lado, se encontrd que el tiempo transcurrido
hasta el contacto, el nimero de contactos con la fuente de olor y el tiempo en el area
cercana a la fuente de olor no difiri6 entre losipgrs control y tratamiento. Sin
embargo, el tiempo rascando las paredes cerca y lejos de la fuente de olor en los grupos
tratamiento fue menor que en los grupos control, lo que indica, nuevamente, niveles
mas bajos de actividad en los individuos confrasdadon las sefales de los
predadores.

Los resultados del laberinto en cruz elevado, una prueba clasica para evaluar la
ansiedad en roedores, también revelaron una disminucion en la distancia total recorrida
en individuos expuestos a los olores de los gmleces, aunque este resultado fue solo
marginalmente significativo. No se encontraron diferencias en el niamero total de
entradas a los brazos entre el grupo control y los grupos tratamiento. Sin embargo, los
individuos expuestos a los olores de los predaglentraron con menos frecuencia y se
guedaron menos tiempo en los brazos transparentes que los controles. Por lo tanto, los

tuco-tucos expuestos a una situacion amenazante tienden a evitar los brazos abiertos y



muestran una clara preferencia por las &r@aotegidas, un resultado consistente con
una respuesta ansiogénica. Resultados similares se observaron en diversas especies
comunmente usadas en laboratorio, como ratas macho Wistar (McGeegbr2002)
gue mostraron un menor niamero de entradas y peraeteron menos tiempo en los
brazos abiertos del laberinto elevado cuando se expusieron a olores de gato. Por otro
lado, y concomitante a lo observado en el campo abierto, los individuos expuestos al
olor de piel de gato rascaron las paredes menos quendindduos control mientras
estdn en los brazos transparentes. Tomando los resultados de ambas pruebas en
conjunto, queda claro que la exposicion de individuo£d&laruma los olores de
predadores provoca un estado de ansiedad y la aparicion de campentos anti
predatorios, caracterizados principalmente por una disminucién en las actividades
locomotoras y exploratorias. Tales cambios en su comportamiento representan un claro
beneficio antipredatorio ya que los animales cautelosos estarian mas satento
presencia de un predador endarcania Ademas, se espera que la tasa de encuentro y
la deteccion por un predador se reduzcan y, en consecuencia, la probabilidad de
captura sea potencialmente reducida (Bagikal 2000).

A pesar de que la mayode los estudios que investigan la ansiedad en roedores
se han centrado en un sexo (principalmente a los machos; Blanehald1995,
Bridges y Starkey 2004), algunos trabajos examinaron las diferencias en la respuesta de
ansiedad entre machos y hembrasyelando una gran variabilidad en los resultados
obtenidos. Aunque se describieron diferencias sexuales en los niveles de ansiedad antes
o después de la exposicion a los olores de un predador (Bridges y Starkey 2004,
Johnston y File 1991, Zimmerberg yd5a1993, Palanza 2001, Starkey y Bridges 2010),
estos resultados parecerian estar influenciados por una gran diversidad de factores
como la especie o el tipo de cepa utilizada, la edad y/o condicién reproductiva de los
individuos y el tipo de prueba coonpamental realizada. Esta enorme diversidad en las
respuestas de ansiedad entre sexos ha imposibilitado el establecimiento de patrones
generales en roedores. En el presente estudio encontramos que los parametros
comportamentales obtenidos en el campo atwiey el laberinto elevado no difirieron
entre machos y hembras, con o sin exposicion a los olores de los predadores. Este
resultado es congruente con las caracteristicas bioldgicas de esta especie de roedor

solitario, en la cual ambos sexos estan igualenexpuestos a la predacion durante sus



periodos de forrajeo en la superficie, y también con estudios previos que revelaron que
la exposicion a sefales de predadores afect6 las habilidades espaciales de ambos sexos
en forma similar (Mastrangeéd al.2009, Brachetteet al.2014).

Otro resultado destacable de este primer experimento es la ausencia de
diferencias entre las respuestas comportamentales de los individuos expuestos a la
orina u al olor de piel de gato. En varias especies de roedores, lossefecto
comportamentales producidos por heces/olores de la glandula anal (por ejemplo, TMT)
fueron considerablemente menos evidentes que los obtenidos por contacto con la
piel/pelaje de un gato vivo u olores naturales de un gato (Blandtaad 2003a,
McGregor et al. 2002). En esta linea, Mufébellan y colaboradores (2008)
encontraron que la exposicion de ratas al olor de piel de gato provocd una inhibicion
comportamental mayor en comparacion con otras expuestas a olor de orina. Este
efecto disimil se puedetribuir a los diferentes grados de informacion predictiva
indicada por estas pistas. El olor de la piel/pelaje del gato indicaria que un predador
estd cercano mientras que las heces o los olores de la glandula anal implica que el
mismo ha estado present®l@nchardet al. 2003a). Por lo tanto, basandose en esta
hipotesis, la ausencia de diferencias entre la respuesta comportamer@atalaruma
orina o de piel de gato es intrigante. Una posible explicacién podria atribuirse a las
intensidades de olor uizadas en este estudito cual se exandira en el Capitulo. Es
sabido que la cantidad o concentracion de sefial u olor del gato suele ser un factor
importante que subyace al nivel de expresion del comportamiento de miedo no
condicionado (Takahashdt al 2005). Sin embargo, algunos estudios mostraron
evidencia que apoya la idea que los olores de arena utilizada por un gato y los olores de
piel resultan en cambios similares de comportamiento a largo plazo (EohleR005,

2006), aunque esta ausenciaditerencias entre ambas fuentes podria haberse debido

a la inclusién accidental de pelo en la muestra de(MafiozAbellanet al.2008). En

los presentes experimentos se procedid a colectar las muestras de orina justo después
de que el gato orinara caal fin de evitar la contaminacion de muestras, por lo que la
ausencia de diferencias no se deberia a una mezcla accidental de las fuentes de olor.

Aparte del andlisis de la respuesta comportamental, varios estudios han
investigado los efectos fisiologicale la exposicidn a los olores de predadores en

roedores (Apfelbaclket al. 2005). En el presente estudio se midieron parametros



fisiol6gicos que estiman la condicion de los individuos (hematocrito) o que varian
durante la respuesta al estrés y puedeniagiise como indicadores de estrés (niveles

de glucosa, relaciéon N/L y niveles de cortisol en plasma). En el laberinto en cruz elevado
se detectaron valores de hematocrito mas altos en los grupos expuestos al olor de
piel/pelaje. Dado que los individuos @mbos sexos fueron alimentados de la misma
manera, las diferencias observadas no pueden atribuirse a variaciones en la hidratacion.
Ademas, en ambas pruebas se detectaron valores de hematocrito mayores en machos
que en hembras. En un estudio previo Bratzhgtcolegas (2014) obtuvieron resultados
similares, y esto podria atribuirse al dimorfismo sexual en el tamafio en esta especie,
donde los machos muestran mayor masa muscular y robustez.

En estos analisis también se encontré que la glucosa en sangiiblesankos
factores de estrés de nivel intermedio (Armario 2006), no difiere entre el grupo control
y los grupos expuestos al olor de los predadores en las pruebas de campo abierto y
laberinto en cruz elevado. En relaciébn con la relacion N/L, Vera y scqRfHl)
encontraron queC. talarummostré incrementos en estos valores después de una
situacién de estrés crénico causada por el cautiverio, las restricciones alimentarias y
también en respuesta a la inmovilizaciéon. En el presente experimento, no sardetec
diferencias en la relacion N/L entre los grupos control y tratamiento, aunque los valores
de N/L en el ultimo grupo fueron claramente superiores a los esperados para la
condicion de cautiverio (Vest al 2011), lo que puede atribuirse, al menosparte, a
una alta varianza en este parametro. La deteccion de niveles incrementados de
glucocorticoides en roedores expuestos a riesgo de predacion es muy variable y
dependiente de la duracién (pocos minutos a semanas), tipo de exposiciéon (diferentes
fuentes de olor, presencia de gato, sonidos) y el método de muestreo hormonal
(plasma, heces) (Maskiti al 2005, Tidhaet al 2007, MufioZAbellanet al.2008). Estas
diferencias contribuyen a confundir la relacion entre la exposicion al olor de los
predadores y el nivel de respuesta fisioldgica desencadenada. Notablemente, no se
encontraron diferencias en los niveles de cortisol en plasma entre el grupo control y los
grupos tratamiento después de ambas pruebas. Este resultado, junto con la falta de
variacionobservada en los niveles de glucosa en sangre y el leve aumento en la relacion
N/L, sugiere una pobre asociacion entre las respuestas fisiol6gicas y comportamentales

a los olores de los predadores €n talarum La falta de asociacion entre ambas



respuesta se observd, por ejemplo, en ratones de campo hembras, las cuales
mostraron aumentos en los niveles de corticosterona, pero no comportamientos
asociados a ansiedad en la prueba de LE después de una breve exposicidon a estrés social
(Smithet al. 2013). Powtra parte, se ha demostrado recientemente que el TMT, que
produce un estado de mayor vigilancia y ansiedad en los roedores y se utiliza como olor
de predador, provoca su efecto a través de sistemas neurales diferentes de los
obtenidos con olor de predadoDay et al. 2004), lo que indica que respuestas
comportamentales similares podrian estar relacionadas con diferentes reacciones
fisiologicas.

En conclusién, en este capitulo se presento6 informacion sobre el comportamiento
de ansiedad inducido por loslomes de predadores con diferentes grados de
informacion predictiva de riesgo asociado en el roedor subterraneo silGgtakarum
Los resultados mostraron que la exposicion de los-tiwmms a los olores de los
predadores genera un estado de ansiedadnéuce cambios comportamentales
asociados con la disminucion de la actividad locomotora y la generacion de
comportamientos de evitacion. El desarrollo de estos comportamientos defensivos
antipredatorios contribuiria a evitar las consecuencias deletéreasurd ataque
predatorio directo, que demostré producir efectos negativos claros sobre los procesos

cognitivos en este roedor subterrdneo (Mastrangslal.2009, Brachettat al. 2014).



CAPITULO 2

Eecto de la intensidad y la frecuencia de la
exposicion a las pistas de un predador en la aparicion

y extincion de respuestas defensivas

El presente Capitulo ha sido publicado como:
Brachetta V., Schleich C.E. and Zenuto R.R. 800iceodor, intensity, andexposure
pattern affect antipredatoryresponsesn the subterraneanrodent Ctenomys talarum

Ethology, 122, 92936.



CAPITUL@: BFECTO DE LA INTENSIY LA FRECUENEAR
EXPOSICION A LATRSDE UN PREDADGR & APARICION Y
EXTINCION DE RESHBUBDEFENSIVAS

INTRODUCCION

En roedoresla exposicion a los predadores naturales o a sus olores induce
estados de ansiedadunque notodos los tipos de olores de predadores generan un
rango comun de respuestas relacionadas con el miedo e incluso una misma sefial de
olor puede evocar respuestaferentes de acuerdo a su intensidad y frecuencia de
distribucion espacial en el habitat de la presa (Takabaah2005).

Este patron diferencial de respuesta condujo a analizar la eficacia relativa de las
diversas fuentes de olor de predadores solfa aparicion de comportamientos
antipredatorios. En un interesante estudio McGregor y colegas (2002) compararon el
efecto del olor de la piel de gaton 24,5 trimetiltiazolina (TMT), un extracto de heces
de zorro utilizado comunmente en los estudiobredos efectos de los olores de los
predadores. Los resultados mostraron que ambas sefales de olor difieren claramente
en sus efectos; el de la piel del gato generando comportamientos defensivos en ratas y
el TMT provocando efectos similares a los prafhscipor los olores aversivos. Un
resultado similar fue obtenido por Blanchard y colegas (2003b) quienes no observaron
condicionamiento a diferentes concentraciones de TMT. Ademas, estos autores
probaron los efectos de orina, heces y olores de piel deegatatas, encontrando que
mientras la orina no producia cambios comportamentales, las heces y los olores de piel
provocaban cambios similares en los comportamientos defensivos durante la
exposicién, aunque solo los olores de la piel generaban efectosecasa®del mismo
modo, Masini y colaboradores (2005) demostraron que la piel de huron (pero no las
heces, orina o secreciones de glandula anal) produjo cambios comportamentales y
fisiologicos (incrementos en los niveles de corticosterona y adrenocorticatrep

induccion de la expresion de ARNntdes) en ratas de laboratorio, sugiriendo una vez



mas que la informacion transportada por estas sefiales de olor genera reacciones
diferentes en las presas.

Ademas del tipo de olor del predador, la intensidachdeefial encontrada por la
presa es también un factor importante que podria modificar la aparicion y desarrollo de
comportamientos antipredatorios. Las especies presa suelen ser capaces de evaluar las
diferentes intensidades de una amenaza y responderlexgibifidad a la misma (Hegab
et al 2015). Sin embargo, algunos estudios indican que los roedores responden de
manera diferencial a diferentes cantidades de sefales de los predadores. Wallace y
Rosen (2000) encontraron que en ratas expuestas a cantidextgentes de TMT, 300
& cnn yvY2ft LINRZ20FNRY YlIé2NBka yAg@StSa RS
sefal. Utilizando olor de la piel del predador, Takaleshli (2005) demostraron que
las ratas expuestas a telas con olor de gato de tamafios 3X gxhi¥an mas
NB & LJdzS O lya SR $ MéniSnyniedo$ coitactos con la fuente de olor que las
ratas no expuestas al olor del predador. También encontraron que la tela 10X provoco
Yta aO2y3aStIYASYyG2¢é @& dzy YSy 2N yestvddNE RS
apoyan la idea que la intensidad del olor de los predadores es un factor importante que
subyace al nivel de expresion de los comportamientos defensivos, indicando que la
exposicién no provoca una respuesta de magnitud similar a diferentes datdeside
olor (Takahaslat al 2005).

Por ultimo, luego de la exposicion repetida a los predadores y sus olores
pueden surgir dos respuestas fisioldgicas y comportamentales distintas: habituacion o
sensibilizacion (Takahashkt al. 2005, Hegabet al. 2015. En el campo de la
neurobiologia del estrés, el término "habituacion” se refiere a la reduccion de las
respuestas fisiolégicas provocadas por una exposicion repetida a un estresor
homotipico (mismo) en comparacion con las respuestas provocadas pop$ciExp
aguda a ese estimulo (Grissom y Bhatnagar 2009). Este proceso es importante en un
contexto de riesgo predatorio porque ayuda a los organismos presa a filtrar informacion
biol6gicamente menos relevante y dedicar mas atencion y destinar energia hacia
estimulos mas relevantes (Wilson 2009). Por otro lado, la sensibilizacion se caracteriza
por un aumento de la capacidad de respuesta al estimulo repetido y, a menudo a otros
estimulos (Hegabt al 2015). Los estudios que involucran exposiciones repetittes

olores de los predadores han generado resultados mixtos (Zangrossi y File 1994,

a

O



Dielenberg y McGregor 1999), situacion que puede estar relacionada con las
intensidades de sefal utilizadas (Takaheisl.2005).

Como fue descripto en el Capituldalexposicion de los tugacos a los olores
de los predadores (de orina o piel) generé6 un estado de ansiedad y cambios
comportamentales asociados con la disminucién de la actividad locomotora y la
aparicion de conductas de evitacion. Frente a riesgoapoed, Sse esperan respuestas
comportamentales que pueden conducir a un aumento en el tiempo de vigilancia,
destinando menos tiempo para forrajear en superficie y provocando un impacto
negativo en la condicidn corporal, que finalmente puede traducirs@sossobre la
reproduccion o la supervivencia. Ademas de estas variaciones comportamentales, se
encontré que los machos y las hembragCd¢éalarunrespondieron de manera similar a
ambas fuentes de olor (Capitulo 1), desafiando la opinién general desjoies
derivados de la piel o el pelaje inducen respuestas antipredatorias mas fuertes que las
originadas por heces debido a su mayor valor predictivo respecto de la inminencia de
un posible ataque predatorio (Kavaliers y Choleris 2001, Staples 2@ED dtieal.

2015). Sin embargo, como se explicO anteriormente, este resultado interesante podria
ser en parte un resultado de las intensidades de olor y la frecuencia de exposicion
utilizadas en el experimento. Por lo tanto, el objetivo general de esttiloafiie
evaluar la respuesta comportamental y fisiologica de individuGs @darumexpuestos

(1) a diferentes intensidades de orina y olor de la piel de un predador (gato)
presentados en una Unica exposicion y (2) a la repeticidon de la exposicidrdel kl,
evaluando asi la generacion y extincion de las respuestas asociadas.

Se predice que una intensidad mayor de olores de un predador generara en
individuos deC. talarumniveles mas elevados de ansiedad, en forma de disminucion de
la actividaddcomotora y exploratoria y apariciéon de comportamientos defensivos, los
cuales estaran acompafiados de variaciones en los parametros fisioldgicos relacionados
con el estrés, como niveles de glucosa plasmatica, cortisol y relacion de neutrofilos:
linfocitos(N/L) mas altos. Este efecto sera mayor con la presentacion del olor de la piel
gue con la exposicion a orina del predador debido a la inminencia de un ataque
potencial. Ademas, los tudocos mostraran habituacion comportamental a una

presentacion repetid del olor derivado de la piel del predador.



MATERIALES Y METODOS

Captura y mantenimiento de los animales

Se capturaron tuctucos adultos, sexualmente maduros, de ambos sexos (53
machos-peso promedio 160 -gy 64 hembraspeso promedio 117 -§j durante la
temporada reproductiva (junifebrero) y no reproductiva (marznayo) de los afios
2014 y 2015 en Mar de Cobo (37°460°S, 57°260°W, provincia de Buenos Aires,
Argentina) utilizando trampas de captura viva. Para el experimento de intensidad se
utilizaron @ tucotucos (43 machos y 51 hembras), de los cuales 70 fueron capturados
en 2014 y 24 en 2015. Todos los individuos del experimento de habituacion (n = 23, 12
machos y 11 hembras) fueron capturados en 2015. Las trampas se revisaron cada 15 a
20 minutos hata la captura del animal. Las hembras prefiadas o amamantando fueron
descartadas para los experimentos y se regresaron inmediatamente a sus cuevas. Los
machos adultos fueron utilizados sin distincion debido a que, después de alcanzar la
madurez reproduct®, no experimentan regresion de sus testiculos y contienen
espermatozoides en su epididimo durante todo el afio. Luego, los animales fueron
llevados al laboratorio, alojados y alimentados de la manera indicada en el Capitulo 1.
Después de 7 dias de aclin@fm al bioterio, los animales fueron asignados
aleatoriamente a los diferentes experimentos. Una vez terminados los experimentos,

los animales fueron regresados al sitio de captura.

Exposicién a las sefiales predatorias

Los animales fueron expuestos @ales olfativas indicativas de la presencia de
un predador: virutas de madera impregnadas con orina de un gato macho adulto
(obtenidas 24 hs antes de los experimentos) o una tela impregnada con olor de la piel
de gato (también obtenido 24 hs antes de Impegimentos y después de permitir que
un gato utilice el pafio para descansar en el por un periodo de 7 dias). Las muestras se
congelaron a20°C en bolsas de plastico selladas hasta su uso (un tiempo maximo de 24
hs). El dia de los experimentos, las batgasolocaron a temperatura ambiente para

descongelar las muestras de olor.



Para comparar los efectos de la exposicion de losttuwos a los olores de un
predador, los individuos del grupo control fueron expuestos a tela sin olor o viruta de

madera limpa.

Procedimiento

Efectos de la intensidad del olor de los predadores en los comportamientos defensivos
Para analizar el efecto de diferentes intensidades de una sefial del predador (olor de
orina o de piel) sobre la respuesta comportamental y fisiold@gc@. talarum los
animales fueron asignados aleatoriamente a diferentes tratamientos que diferian en el
tipo (olor de orinaG2 y olor de la pieG3) e intensidad1X: intensidad medsimilar a
lausada en Capitulo 1, 1/3X: una tercera parte de lasidad media y 3X: tres veces la
inensidad mediajle la sefal predatoria utilizad@Zl sin olor (grupo control, n = 1§)

tratamientos segun se explica en la figura 1:

efal predatoria | Orina PielPelaje
Intensidad Nomenclatura | N Cantidadq) | Nomenclatura | n | Cantidad (cm)

Baja G21/3X 11 |3.33 G31/3X 10 | 2x2
Media G21X 16 | 10 G31X 15 | 6x6
Alta G23X 12 | 30 G33X 12 | 18x18

Fig. 1: exposicién a las distintas intensidades (1/3X, 1X y 3X) del olor de orina (G2) o f&¥pelaje

Antes del inicio de los experimentos, los animaleBastadaron acajas individuales

vacias yseexpusierora las fuentes de olate un predadoo muestras control durante

un periodo de 60 minutos (FRp). Las diferentes muestras de olor se enégron a los
individuos en soportes de plastico cubiertos con una malla metalica, disminuyendo asi
la incidencia de sefales visuales asociadas con las cantidades de sefal utilizadas
(cantidad de viruta impregnada con orina o tamafo de la tela). Postentemse

evaluo el desempefio de los animales durante 5 min en el laberinto en cruz elevado.



Efectos de larepeticion de la exposicidal olor de los predadores en los
comportamientos defensivos

Para evaluar el efecto de las exposiciones repetidas aeii@h indicativa de la
presencia de un predador, se expusieron los-tucos (n = 12) al olor de la piel de un
gato presentado en un soporte de plastico durante 60 min por 5 dias consecutivos
(Tratamiento 5 dias ¥5: 6 cnx 6 cm Fig.2b). Un grupo combl (Control 5 dias €5, n
= 11) siguié el mismo protocolo @xposicion,pero con tela sin olor. Después del
altimo evento de exposicidn, se evalu6 el desempefio de cada individuo en el laberinto
elevado para analizar si el contacto repetido con una ge@dhtoria conduce a la
variacion o incluso a la extinciébn de la respuesta comportamental. Los resultados
obtenidos de este experimento también se compararon con los obtenidos de los grupos
expuestos una Unica vez al olor de la piel de gato (cagrdlexposicion a la sefial
(G1) C1 ytratamiento con invidividuos expuestos una vez a la intensidad media de la
sefal:G31X: T1, ver resultados).

Todos los procedimientos experimentales se realizaron siempre durante el final
de la mafiana. La respuesta contporental de cada tuctuco también se registrdé en

el laberinto en cruz elevado.

(A)
Captura Exposicién  Test  Colectade
a estrés LE sangre
I | || |
|  7dies | ths | 5min | 3min |
(B) .y
Captura Exposicion Test Colectade
a estrés LE sangre
| | ths | ths | ths | ths | ths |5min [3min |
| 7dies | Dviat | piaz | Dia3 | Dpias | Dia 5

Fig. 22 Cronograma de exposicion y evaluacién para los tratamientos de (a)

intensidad y (b) habituacion.

Laberinto en cruz elevado
Después de laxposicion a los olores de predadores, los animales fueron

llevados al laberinto y colocados en la plataforma central para comenzar el



experimento. El comportamiento de los tuti@os se registré con una camara de video
durante 5 minutos y se evaluarons lavariables comportamentales previamente
descriptas (Capitulo 1): distancia total recorrida (cm), nimero total de entradas a los
brazos, numero de entradas a los brazos transparentes, tiempo de permanencia en los
brazos transparentes (% de tiempo totalgl yiempo rascando las paredes en brazos

transparentes (% de tiempo total) en el laberinto.

Medidas de estrés fisioldgico

Al finalizar cada ensayo de los experimentos de intensidad o de habituacion, se
tomo una muestra de sangre del seno reatrbital de cada animal. Luego, siguiendo la
metodologia explicada en el Capitulo 1, se determinaron los siguientes parametros
fisiologicos a partir de muestras de sangre: hematocrito, niveles de glucosa en sangre,

niveles de cortisol plasmatico y relacion neutwsflinfocitos.

Andlisis estadisticos

Se realizaron pruebas de ANOVA de una via para evaluar si los diferentes
parametros de estrés comportamental y fisiologico diferian entretugms expuestos
0 no a los olores de un predador (orina y tela imprdgr@on olor de la piel de gato).
Cuando se observaron efectos estadisticamente significativos de los factores, se

realizaron pruebas deukeypara identificar diferencias entre los grupos.

RESULTADOS

Efectos de la intensidad del olor de predador en dmsportamientos defensivos y los
parametros fisioldgicos
Olor de orina de gato

Los individuos expuestos a las tres intensidades diferentes de sefial mostraron
una disminucion similar en la distancia recorrida @Y. el nimero de entradas a los

brazos (lg.3B) y el nimero de entradas a los brazos transparente3(Figaunque el



efecto global del tratamiento fue estadisticamente similar o marginalmente significativo
en las diferentes concentraciones de orina (ANOVA, n = 58, distancia: gl =3, p = 2.21,
= 0.09, entradas a brazos: gl = 3, F = 2.53, p = 0.06, entradas a los brazos transparentes:
gl =3, F=2.75, p = 0.051, respectivamente). Se observo un claro efecto del tratamiento
en el tiempo de permanencia en los brazos transparentes (ANOVA, gI=58, F =

3.23, p = 0.029). Los individuos expuestos a concentraciones de 1/3X, 1X y 3X mostraron
disminuciones significativas o0 marginalmente significativas en el tiempo de
permanencia en los brazos transparentes (ANOVA, n = 58, gl = 3, contrdXispG2

0.014, control vs G3X: P = 0.086, control vs -®GBX: p = 0.05, FigD), aunque la
respuesta fue similar entre las concentraciones. El tiempo rascando paredes en los
brazos transparentes no difirié entre los grupos (Kroakalis, n = 58, gl = 8l = 4.65,

p = 0.19, FigE).
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Medidas de estres fisioldgico

Los valores de hemtocrito no difirieron significativamente entre los grupos
control y los grupos expuestos a orina de gato (ANOVA, n =58, gl =3, F =0.463, p =
0.71). De manera similar, la exposicién a las diferentes concentraciones de orina de

gato no afecto la relacidN/L, los niveles de glucosa en sangre o los niveles de cortisol



plasmatico (N/L: Krusk@fallis, n = 58, gl = 3, p = 0.118, glucosa: ANOVA, n =58, gl = 3,
F =2.375, p = 0.083, cortisol: Kruskalllis, n =58, gl =3, p =0.161; Tabla 1).

Tabla 1:Hematocrito (Media + DE), niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacion neutrdfilos /
linfocitos (Media + DE) y niveles de cortisol plasmético (nigledia + DE) en individuos de Ctenomys talarum
de los grupos control y expuestos a diferentes intensidades (1/3X, 1X y 3X) de olor de orina de gato luego de la

prueba de laberinto elevado.

Control G21/3X G21X G23X
Hematocrito 4533+2.19| 445+271 4543 +2.33 | 45.58 + 2.87
Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) | 88.87 £26.27, 84 +31.17 84 + 33.08 64 + 24.05
Relacion neutrdfilos/linfocitos 146+1 0.8 £0.67 153 +1.67 1.36 £ 0.97
Niveles decortisol plasmatico (ng/ml) 23.34 + 25.58| 21.57 +13.17| 20.31 +33.27| 37.78 £55.29

Olor de piel de gato

En relacion a la exposicion a diferentetensidades de olor de la piel del
predador, se observé un efecto global del tratamiento en todos los parametros
analizados (ANOVA, n = 57, distancia: gl = 3, F = 6.32, p < 0.001, tiempo en brazos
transparentes: gl = 3, F = 7.63, p = 0.01, entradas adnssbtransparentes: gl = 3, F =
3.67, p = 0.018, tiempo rascando en brazos transparentes: gl = 3, H = 20.97, p < 0.01).
Sin embargo, la respuesta comportamental fue diferente segun la intensidad de la
fuente de olor. Mientras que los animales sometidtes menor intensidad de la sefal
recorrieron distancias similares a los controles (ANOVA, n = 57, gl =13XG&.
control: p = 0.89), los individuos expuestos a intensidades mayores recorrieron
distancias menores (ANOVA, n = 57, gl = 31XG@8s. contro p = 0.02, GBX vs.
control: p = 0.03, FiglA). Una situacion similar se observo en el numero de entradas a
los brazos (ANOVA, n = 57, gl = 313X vs. control: p = 0.99, @X vs. control: p =
0.05, G&BX vs. control: p = 0.05, FHdR) y en el timpo de permanencia en los brazos
transparentes (ANOVA, n = 57, gl = 31BX vs. control: p £, G31Xvs. control: p =
0.005,G33Xvs. control:p = 0.005;Fig.4C). En cuanto al nUmero de entradas a los
brazos transparentes, los individuos expuestias intensidades menores y mayores se
comportaron de manera similar que el grupo control (ANOVA, n =57, gl-23X35.

control: G33X vs. control: p = 0.4), mientras que solo los individuos del grupo 1X



entraron en menor medida a los brazos transptee que los controles (ANOVA, n =

57, gl = 3, G3X vs. control: p = 0.01, F&D). Finalmente, el tiempo rascando las
paredes de los brazos transparentes fue similar entre los individuos expuestos a la
concentracion menor y el grupo control (Krusdkallis, n = 57, gl = 3, &33X vs.
control: p > 0.05), aunque mayor que aquellos expuestos a 1X y 3X {Walskain =

57, gl =3, GIX vs. control: p < 0.05, GX vs. control: p < 0.05, H§).
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olor de la piel (G3) en el laberinto elevado.



Medidas de estrés fisioldgico

Los valores de hematocrito no difirieron significativamente entre el grupo de
control y los gruposxpuestos al olor de piel de gato (ANOVA, n=57,gl=3,F=1.61,p
= 0.198, tabla 2). Se encontr6 una disminucién en los niveles de glucosa en sangre en el
grupo expuesto a la menor intensidad de olor en comparacion con el observado en el
grupo de contrb(prueba deTukey p = 0.034tabla 2. Los valores de la relacion N/L y
cortisol no se vieron afectados por la exposicion al olor de piel de gato (KviadligIn
=57, p=0.217; ANOVA, n =57, F = 1.456, p = 0.238, respectivamente).

Tabla 2Hematocito (Media + DE), niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacién neutréfilos/linfocitos
(Media £ DE) y niveles de cortisol plasmatico (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum de los grupo

control y expuestos a diferentes inteasdiels (1/3X, 1X y 3X) de olor de piel de gato luego de la prueba de laberinto

elevado.
Control G31/3X G31X G33X
Hematocrito 4533 +2.19 | 45.27+4.12 47 +2.41 44.25 + 4.57
Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) 88.87 £26.27| 64.44+20.39| 82+29.39 | 90.75%20.43
Relacion neutrdfilos/linfocitos 146+1 0.93+0.99 2.29+2.43 1.09 £0.98
Niveles de cortisol plasmatico (ng/ml) 23.34 £ 2558 2757 +25.43| 12.13+6.9 | 26.87 £26.42

Efectos de larepeticion de la exposiciéal olor de los predadoresobre los

comportamientos defensivos y los parametros fisiologicos

Mientras que los individuos expuestos sélo una vez al olor de piel de gato se

desplazaron menos que su control respectivo (tesTulkey T1 vs. C1: p = 0.03, Fig.

5A), los tucetucos epuestos repetidamente durante 5 dias a la sefal del predador

recorrieron distancias similares al grupo control respectivo (pruefakky T5 vs. C5:

p = 0.718, FipA). Esta respuesta comportamental también se observo en el numero
de entradas a los brag (test deTukey T1 vs. C1: p = 0.05, T5 vs. C5: p = 0.8GBjig.
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tucotucos expuestos durante 5 dias al olor de piel de gato recorrieron distancias
mayaes, mostraron mas entradas a los brazos y permanecieron y rascaron mas tiempo
las paredes en los brazos transparentes que los individuos expuestos solo una vez a la
sefal del predadqdistancia recorrida: test deukey T1 vsI'5: p<0.001, entradas a $o

brazos: test defTukey T1 vs. T5: p = 0.004, tiempo en brazos transparentes: test de
Tukey T1 vs. T5: p = 0.012, tiempo rascando en brazos transparentes: shald 1

vs. T5: p< 0.05). Sélo en el numero de entradas a los brazos transparentes, los
individuos expuestos so6lo una vez o durante 5 dias al olor de piel de gato no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (teddbden T1 vs. T5: p > 0.05).
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paredes en los brazos transparentes (Media + DHEE (B grupos control (C1) y (C5) y los individuos expuestos al olor de

piel/pelaje una vez (T1) o cinco veces (T5) en el laberinto en cruz elevado.

Medidas de estrés fisioldgico
No se observé ningun efecto del procedimiento de exposicion en eldwita

(KruskaWallis, n = 53, gl = 3, p = 0.248, Tabldad3),niveles de glucosa en sangre



(KruskaWallis, n = 53, gl = 3, p = 0.384)relacion N/L (Krusk#allis, n = 53, p =
0.860,0 los niveles de cortis@Kruskalallis, n = 53, gl = 3, p 684, Tabla 3)

Tabla 3:Hematocrito (Media + DE), niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacién neutréfilos/linfocitos
(Media + DE) y niveles de cortisol plasmético (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum de los grupos

control(C1 y C5) y expuestos a olor de la piel/pelaje de gato (T1y T5) luego de la prueba de laberinto en cruz elevado.

C1 T1 C5 T5
Hematocrito 45.33+2.19 47 +4.12 435+5.76 44,17 + 3.41
Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) 88.87 £ 26.27 82 +23.32 111 £+ 67.54 89.92 + 72.87
Relacion neutrdfilos/linfocitos 146+1 2.29+2.43 1.58 £ 1.06 1.63+0.78
Niveles de cortisol plasmético (ng/ml) 23.34 £ 25.58 12.13+6.9 22.069 + 28.15| 19.99 +24.19

DISCUSION

Las interacciones predadpresa se reconoce como una fuerza evolutiva
importante, mediando tanto el comportamiento de los predadores como de las presas
(Boeing 2010). Enfrentarse con predadores es un desafio altamente probable para un
individuo a lo largo de su vida, lo que puede conllevar aosfeottremos como la
muerte de ese organismo (Hegab y Wei 2014). Por lo tanto, evitar un encuentro con un
predador es la manera mas eficaz para garantizar la supervivencia y aumentar el fitness.
Para lograr esta tarea, la identificacion adecuada de losagoeels por parte de las
presas es vital, y, en algunas especies, la seleccién natmnadetadola evoluciéon de
diferentes modalidades sensoriales que permiten reconocer adecuadamente a los
predadores y generar respuestas comportamentales y fisiola@goasnera de reducir
y evitar la presion de predacion (Coss 2010). Sin embargo, no todos los tipos de olores
de los predadores inducen comportamientos de evitacion significativos y equivalentes
en las presas. Como fue anteriormente sefialado, se considerdasjolores derivados
de la piel son los mas relevantes para inducir ansiedad, mientras que los olores
asociados a la orina o las heces pueden ser aversivos pero no ansiogénicos (Apfelbach
et al. 2005, MufiozAbellanet al. 2010). Sin embargo, pocos esasihan comparado

simultdneamente el efecto de ambas fuentes de olor sobre la generacion de



comportamientos defensivos (Blanchatdal. 2003b, Masinet al. 2005), dejando aun
sin resolver cual es el tipo de olor mas relevante en la induccion de cambi@s e
respuesta de ansiedad.

Cuando se comparan los efectos comportamentales mas notorios provocados
por los olores de un predador €h talarum nuestro estudio apoya la hipotesis que los
olores de la piel son mas ansiogénicos que la orina. Los olotespi provocaron
cambios significativos en la distancia recorrida, el nimero de entradas a los brazos y el
tiempo de permanencia en brazos transparentes en el laberinto elevado, mientras que
la orina del gato sélo caus6 cambios leves en los parametnggoctamentales. Este
resultado es acorde con la hipétesis de proximidad que sugiere que los olores de la piel
del predador pueden indicar un nivel mayor de inminencia predatoria que las heces o la
orina, generando asi incrementos mas fuertes en los cdarpi@ntos asociados a la
ansiedad (Blanchaet al.2003b, Apfelbackt al. 2005, Takahashkt al.2005). Ademas,

y coincidiendo con la vision general que considera que las habilidades de deteccion de
los predadores pueden estar estrechamente correlaciasacbn otras habilidades
quimiosensoriales (Kats y Dill 1998), los individuo€.d&larum(que se basan en
sefales quimicas para el reconocimiento individual, sexual y estado reproductivo, y la
deteccién de fuentes de alimento; Zenetbal. 2004, Schleh y Zenuto 2007, Fanjul y
Zenuto 2008, Zenuto 2010) son también capaces de detectar y discriminar los olores de
los predadores de acuerdo a su origen.

Para responder adaptativamente, es importante que las presas puedan evaluar
con precision el riesgo dpredacién asociado con la intensidad de las sefiales
percibidas. Ademas, si los organismos son capaces de reconocer y diferenciar
gradientes quimicos presentes en el campo se puede obtener una mejor resolucion
espacial de la ubicacién de los predadoress(iKd2ill 1998). Por lo tanto, la intensidad
del olor podria ser un factor clave que permitiria a las especies presa determinar la
respuesta comportamental "6ptima" (Hegad al 2015). Habiendo encontrado
evidencia de que los tudacos utilizan los olorede la piel y la orina como indicadores
de la posible actividad de los predadores, se podria esperar que los olores de los
predadores mas concentrados pudieran interpretarse mas riesgosas (Powell y Banks
2004), provocando, en consecuencia, niveles maydeesansiedad. Aunque los

individuos deC. talarumexpuestos a tres intensidades diferentes de olor de orina



mostraron una tendencia a disminuir la distancia recorrida, el niumero de entradas en
los brazos, y las entradas a los brazos transparentes, est® éfec similar en
condiciones de diferente concentracion de olor del predador. Por otra parte, la
exposicion a diversas intensidades de olor de piel del predador provoco variaciones en
la respuesta comportamental de los tdt@os. Mientras que los animalelel grupo
expuesto a la menor intensidad de sefial se comportaron de forma similar al grupo de
control, los expuestos a las intensidades de olor de piel mas altas mostraron claros
estados de ansiedadasi como disminucion de la actividad locomotora y
comportamientos de evitacion. Resulta interesante destacar que no se observaron
diferencias entre los individuos que se enfrentaron con intensidades de olores de piel
1X y 3X. Aunque Takahashi y colaboradores (2005) consideraron que los efectos
comportamentals y fisiolégicos dependen de la magnitud del olor del predador
presentado al animal, sus resultados fueron similares a los obtenidos en este trabajo,
con ratas expuestas a tamafos de telas 3X y 10X con olores de gato exhibiendo una
YI &2N) NB&LJdStaIarA KRG 206028y Idzy YSY 2N Yy§YSNB RS
olor que las ratas no expuestas al olor del predador, sin diferencias estadisticas entre los
grupos 3X y 10X en estos parametros comportamentales. Por lo tanto, y de acuerdo con
estos resultadosalintensidad del olor del predador natural presentado a lostumos

tiene un rol en la aparicion de comportamientos defensivos, aunque no se observé una
relacion dependiente de la concentracion entre el olor de los predadores y los niveles
de ansiedadal menos en las intensidades del estimulo utilizadas en este estudio.
Considerando que la seleccion para la deteccion quimica de predadores por parte
presas puede depender no sélo de las caracteristicas de historia vida de la presa, sino
también de las dersas caracteristicas del predador (por ejemplo, su movilidad y
densidad), seria interesante investigar si las habilidades para detectar gradientes de
sefiales de predadores difieren en poblaciones de-tuwoos bajo diversas presiones de
predacion.

Varios estudios realizados en roedores han demostrado que los efectos
comportamentales de la exposicibn a los olores de los predadores suelen ir
acompafnados de una respuesta fisiologica €tik. 1993, Figueiredet al. 2003). El
eje del estrés, que desempeiia papel central en las adaptaciones evolutivas a

presiones ecologicas particulares (Boonstral 2007), constituye una via importante



del sistema neuroendocrino que integra el cambio ambiental y mediante el cual se
implementan las decisiones de la thiga de vida (reproduccion, crecimiento,
alimentacion) (Ricklefs y Wikelski 2002). En el presente experimento, los valores de
hematocrito fueron similares entre los grupos tratados, lo que indica que la condicion
fisica de los tuctucos expuestos a difentes intensidades y frecuencias de ambas
sefales de los predadores fue equivalente. En cuanto a la relacion N/L, un parametro
que se incrementa en respuesta a la inmovilizacion o el estrés crénico causado por el
cautiverio o la restriccion alimentaria (et al 2011), no fue diferente entre los
grupos control y los expuestos a las diferentes intensidades de ambas fuentes de olor.
Asi mismo, no se observé ningun efecto de la exposicion a las sefiales del predador
sobre los niveles de glucosa en sangre,laexcepcion del grupo expuesto a la menor
intensidad de olor de piel. Aparte de esta diferencia, no se pudo identificar ningin
patrén particular en la respuesta de glucosa en sangre. Por ultimo, no encontramos
diferencias en los niveles de cortisol pldtico entre los animales expuestos a las
diferentes intensidades de olor de gato. Aunque la deteccidén de la respuesta asociada
con el aumento de los niveles de glucocorticoides puede ser variable y dependiente de
los métodos utilizados (Tidhat al. 2007), la falta de variacibn en este y otros
parametros fisioldgicos sugiere, en forma similar a lo observado en el capitulo anterior,
una pobre asociacion entre las respuestas fisiolégicas y comportamentales a los olores
de los predadores e@. talarum La agencia de un correlato enddcrino de la respuesta
comportamental de la presa también fue observada en otras especies de roedores (File
et al 1993, PerroSinalet al. 1999). Por otro lado, la relacion entre el eje HPA y la
respuesta de ansiedad suele seasrevidente para la inmovilizacion, otro componente
del estrés por predador. Por ejemplo, las ratas expuestas a inmovilizacién exhibieron
comportamientos asociados a la ansiedad en el LE e incrementos en ACTH vy
corticosterona (MuficAbellanet al. 2008). B general, esta ausencia de relacién
directa entre el estado enddcrino y los resultados comportamentaleS. galarum
requiere profundizar el analisis de las relaciones entre diferentes estresores y sus
efectos fisiol0gicos en esta especie de roedor stdmeo (ver Capitulo 3).

Varios trabajos con roedores indican que la exposicion repetida a los olores de
los predadores puede resultar en la sensibilizacién o habituacién en respuesta a estas

sefales (Endres y Fendt 2007, Hegfadl.2015). Aunquexisten pocos ejemplos claros



de sensibilizacion (Staples 2010), un estudio reciente en ratas demostré que la
exposicion repetida al olor del hurén conduce a una sensibilizacién creciente de la
respuesta neural (Weinbemt al. 2009). Con mayor frecuencia se ogjan estudios

que fallaron en encontrar respuestas de habituacion a exposiciones repetidas. Por
ejemplo, Filey colaboradores (1993) encontraron que después de cinco exposiciones al
olor de gato, las ratas continuaron evitando el pafio con olor, aunqueviges de
corticosterona dejaron de aumentar. Similarmente, Wallace y Rosen (2000) mostraron
que las ratas expuestas repetidamente durante un periodo de 5 dias a TMT no
mostraron habituacion en la respuesta de congelamiento, aunque este resultado debe
tomarse con cautela debido a la falta de diferencia con el control sin olor. Por otro lado,
varios trabajos han demostrado que los animales tienen la capacidad de habituarse a
estimulos estresantes repetidos (Grissom y Bhatnagar 2009). Por ejemplo, File y
colaboradores (1993) encontraron que las ratas permanecian la mayor parte de su
tiempo ocultandose por la exposicion al olor del gato, pero esta respuesta se habituaba
gradualmente con las exposiciones diarias repetidas. Staples y colaboradores (2009)
encontaron que las ratas Wistar Albinas expuestas al olor de gato mostraron
inicialmente fuertes respuestas defensivas, aunque estas respuestas se habituaron
hacia la exposicion final. Takahashial. (2005) también demostraron que las ratas
exhibieron habitueién al olor de gato, siendo esta respuesta comportamental
dependiente de la concentracién de olor de piel utilizada.

En el presente experimento, se encontré que mientras que los individuos
expuestos durante 1 dia al olor de piel de gato mostraron urdesie ansiedad
evidente, los expuestos repetidamente durante 5 dias consecutivos no difirieron del
grupo control en su respuesta comportamental, indicando una clara habituacién a la
sefial del predador. Como se explic6 anteriormente, este proceso pernide a
animales filtrar el ingreso de informacion biol6égicamente menos relevante y, a su vez,
dedicar mas atencién y procesar energia hacia estimulos mas relevantes o dinAmicos
(Leussis y Bolivar 2006). En el caso particulaC.dlarum los individuos de sta
especie suelen encontrarse con sefales predatorias mientras se alimentan en la
superficie. Al reducir el tiempo dedicado a evaluar el riesgo potencial de la presencia de
un predador después de haber presentado el mismo olor repetidamente, legitwso

pueden invertir mas tiempo y energia en su esfuerzo de forrajeo, obteniendo una



importante recompensa metabdlica por la disminucién de la respuesta comportamental
antipredatoria. En este punto, debe tenerse en cuenta que es probable que las
diferentes t@as de habituacion estén influenciadas por la intensidad de la sefial
predatoria y el valor adaptativo de continuar cada comportamiento (Staples 2010).

También se esperan variaciones en la respuesta endocrina concomitante con el
proceso de habituacion el respuesta comportamental (Apfelbaehal. 2005). En
particular, la magnitud de la activacion del eje HPA desencadenada en respuesta a la
presencia de sefales indicativas de la presencia de un predador puede disminuir con la
exposicion repetida a este tgaulo, aunque esta habituacion fisiologica puede ser
también dependiente del grado de estrés o previsibilidad (Setital. 2013). En
nuestros experimentos de habituacidn y similares a los resultados anteriores obtenidos
respecto de la respuesta endocrima se encontraron diferencias en los parametros
fisioldgicos medidos entre los individuos control y los expuestos sélo una vez o durante
5 dias al olor de la piel de un gato, incluso cuando se observd una clara respuesta de
ansiedad en los tuetmicos expiestos una vez a la sefial de predacion.

En resumen, los resultados del presente capitulo proporcionan una evidencia
valiosa de que el tipo de olor de un predador, junto con la frecuencia de exposicién, son
determinantes importantes de la aparicion, irgetad y disminucion de los
comportamientos defensivos en el roedor subterrar@otalarum En cuanto a la
intensidad del olor, aunque se observé un nivel umbral que desencadendé el desarrollo
de los comportamientos defensivos, no se encontraron asociacaligenales entre
la intensidad de los olores de los predadores y la respuesta de las presas. En cuanto a la
ausencia de asociacion entre la respuesta comportamental y la fisiolo@icéadarum
y para lograr un mayor entendimiento en relacion a lam@ajsresulta necesario
implementar estudios adicionales que involucren diferentes factores causantes de
ansiedad. Ademas, la utilizacion de activadores e inhibidores de diferentes niveles del
eje HPA resultan, en este contexto, una herramienta que comé&ilesclarecer esta
asociacion, dado que permiten incrementar o disminuir los niveles de glucocorticoides
sin la aplicacién del factor de estrés, a la vez de verificar la respuesta comportamental

de ansiedad desarrollada (Capitulo 3).



CAPITUL®

Relaadn entre los niveles de glucocorticoides de
origen enddgeno y exdgeno y la respuesta anti-

predatoria.



CAPITUL@: RELACION ENTRE LOSENES DE GLUCOCQORDES
DE ORIGEN ENDOGENEX®GENO Y LA RESHUERANTI
PREDATORIA

INTRODUCCION

La restucién de situaciones de estrés provenientes de diferentes fuentes,
fisicas, sociales/oy psicologicases una tarea cotidiana para la mayoria de los
organismos. La consecuente pérdida de homeostasis resulta dependiente del contexto
o la naturaleza del famt de estrés, asi como de la magnitud de la respuesta
desencadenada (Armario 2006). Los glucocorticoides (GCs: cortisol y/o corticosterona,
dependiendo de la especie) participan de las respuestas comportamentales y
fisioldgicas que se generan frente a esasdiciones (Sapolsky al. 2000, Crossiet al.

2016, Walkeret al. 2017). En los vertebrados, los incrementos de estas hormonas
esteroideas estan mediados por la activacion del eje hipotatatmtariaadrenales

(HPA, para mamiferos y aves) o hipoté@gpituitaria-interrenales (HPI en el caso de
peces, anfibios y reptiles). Como se explicé previamenténfreduccion generplesta
respuesta permite a los organismos resolver con éxito situaciones estresantes o
amenazantes redireccionando recursos d#s actividades temporalmente no
esenciales (como la reproduccion, la respuesta inmune, el crecimiento) hacia otras
directamente implicadas en la supervivencia, lo cual se denomina respuesta adaptativa
al estrés. Sin embargo, la activacion crénica del ejedirés y, por lo tanto, las
concentraciones de GCs elevadas y sostenidas en el tiempo, pueden conllevar a efectos
deletéreos para los mismos, afectando su fisiologia, comportamiento y fitness (Sapolsky
et al. 2000, Boonstra 2005, Breunet al 2008). Dtante la respuesta a estrés, la
funcidn de los glucocorticoides esta mediada principalmente por dos tipos de
receptores intracelulares, el receptor de tipo | (denominado también MR, receptor de
mineralocorticoides), que presenta una mayor afinidad y rdgalaiveles basales, y

por el receptor de tipo Il (GR, receptor de glucocorticoides), cuya afinidad es menor y



regula los niveles inducidos por estrés (de Kdbel 2005, Sapolskgt al. 2000). Otras
funciones muy importantes de los GCs, aunque meowsideradas, son sus acciones
orexigénicas y mineralotropicas (Vetal 2017).

La activacion del eje HPA ocurre bajo una variedad de estresores ambientales y
sociales, especialmente la exposicion a situaciones novedasasedecibles o que
conllevara la pérdida de control frente a diferentes eventos (Sapelsily 2000, Pride
2005, Creel 2005, Smitt al 2013). La naturaleza del factor de estrés, su patrén
temporal e implicancias en la supervivencia afectan la respuesta de estrés (Monclus
al. 2006, 2009). Particularmente, la hipétesis de estrés por predacion propone que el
encuentro directo con predadores o0 sus pistas alertan a las presas, desencadenando
una respuesta fisioldgica que incluye la secrecion de catecolaminas y GCs (Bbonstra
al. 1998). La accion del cortisol y/o la corticosterona se extienden por un breve tiempo,
minutos a horas, desencadenando funciones que permiten evitar, contrarrestar o
enfrentar el riesgo de predacion (Sapolsky 2002). La evidencia a favor de esta
proposiciénes numerosa, reportada tanto en el caso de la exposicion puntual (Canoine
et al 2002, Narayaet al 2013) como croénica (Clincayal 2004, Monclugt al. 2005,

2009, Marinet al. 2007, Newmaret al 2013, Jonest al 2016), y obtenida en
organismos rantenidos en condicion de cautiverio y también en poblaciones silvestres.
Sin embargo, otros estudios no encuentran esta relacion, ya sea en contexto cronico
como agudo (e.g. Mateo 2007, Crextl al. 2009, Fonnert al. 2015). Si bien la
activacion del ej¢dPA incluye la movilizacién de energia requerida para la respuesta
comportamental antipredatoria, la relacion entre la respuesta fisiologica vy
comportamental es compleja en los vertebrados, encontrandose tanto evidencias que
la apoyan (Cavigelli 1999, Kamn y Silverin 2002, Yat al 2017) como otras en las
cuales no se detecta ninguna relacién (Pride 2005, Fetr@r2015). Los roedores no
escapan de este panorama, reportandose estudios en los cuales los aexhibésn
unadisociacion o falta dacoplamiento entre estas dos respuestas luego de un evento
estresante (e.g. Mateo 2007, Yloretral.2006, NavarreCastilla y Barja 2014).

Més alla del contacto fisico y visual con los predadores, los olores se reconocen
como pistas valiosas para la ewa&ion del riesgo predatorio por las presas,
desencadenando comportamientos defensivos tanto en ratones de laboratorio como

campo (Apfelbackt al.2015, Hegalet al. 2015). El origen de estas sefiales quimicas es



diverso, y pueden ser encontradas en ld, mecreciones glandulares, orina y, heces.
Los compuestos quimicos implicados son de naturaleza volatil y no volatil, 1o cual
implica que la deteccion de las mismas pueciarir a distancia y mediada entonces

por olfaccion o que requiere contacto, papendo el 6rgano vomero nasal (OVN)
(Fendtet al. 2005, Papest al 2010, Apfelbacht al 2015, Hegabt al. 2015). El uso de
productos metabdlicos, especialmente la orina y las heces, es muy amplio en estudios
de campo y cautiverio, reconociendo queeddos compuestos quimicos sulfurados
producto de la digestidn proteica son responsables de sus efectos aversivos. La piel y el
pelaje, de reconocidos efectos ansiogénicos (Capitulo 1 y 2 para el €as@ideun),

no han sido tan profundamente estudiadaslo que respecta a sus compuestos activos

y a los mecanismos involucrados para su deteccion.

Los estudios sobre la respuesta fisiolégica y comportamental en roedores
silvestres son mayormente correlacionales @il 2001, Mateo 2007), donde varios
factores, como los cambios estacionales en recursos o la competencia, también pueden
influenciar. Entonces, se requieren estudios experimentales que involucren la
evaluacion simultdnea del comportamiento antipredatorio y los glucocorticoides.
Herramientas gperimentales para poner a prueba la respuesta fisiolégica incluyen, por
un lado, el uso de inhibidores de la sintesis de GCs (e.g. Metopirona), o la extirpaciéon
quirargica de las glandulas adrenales (adrenalectomia), las cuales han sido eficientes en
eliminar los efectos ansiogénicos de la inmovilizacion sobre los comportamientos de
ansiedad en ratas (Calvo y Volosin 2001). En los dltimos afios se ha incrementado el
interés en los estudios en los cuales se modifican experimentalmente los niveles de GCs
a través de manipulaciones, tanto enddégenas como exégenas, de estas hormonas. Estos
trabajos permiten comprender aspectos fundamentales del funcionamiento de los
organismos, colaborando a su vez en el entendimiento de la ecologia del estrés en
animales silvests (Sopinkat al 2015, Crossiet al. 2016).

Ctenomys talarun(tuco-tucos) constituye un modelo muy interesante para
explorar la ecofisiologia del eje HPA en mamiferos @fexb2011). En esta especie,
Vera y colaboradores (2011) reportaron que @itisol y la corticosterona se ven
afectados de manera diferencial por estimulos ambientales, debido a que las dos
hormonas muestran diferentes patrones de variacién en el campo y en respuesta al

cautiverio. Por otro lado, se observé que ambas hormonaseran redundantes, ya



gue presentan diferencias en su regulacion y cumplirian diferentes funciones; sélo el
cortisol responde a factores de estrés agudos como la inmovilizaciore{\aera011),
se incrementa (en niveles similares) frente a tratamierdoe ACTH (hormona
corticotropica, antecesora de los glucocorticoides en la cascada HPAt ¥e2812),
y presenta respuesta de feedback negativo a la dexametasona (DEXet \&tra
enviado). Sin embargo, su comportamiento frente al cautiverio, @yad@ una
condicion de estrés cronico, resulta en la disminucion en los niveles de cdsisol
manera que ya no son tan notorias las diferencias encontradas entre sexos en condicion
silvestre, en la cual los niveles en las hembras son superiores adotadas en los
machos (Verat al. 2011). Por otro lado, la respuesta de estrés puntual manifestdé un
notorio incremento de cortisol plasmatico en machos y hembras sometidos a una Unica
inmovilizacién, acompafiado por un impacto en el desempefio en el &ajgend
espacial, en presencia de olor de orina de gato (Bracheth 2014). Asi mismo, se
encontro que la exposicion de los titeos a olores del predador genera un estado de
ansiedad e induce cambios comportamentales asociados a una disminucién de la
actividad locomotora y la generacion de conductas de evitacion (Capitulos 1 y 2). Sin
embargo, no se observaron diferencias en los niveles de cortisol plasmatico, solo
pequefias variaciones en los niveles de glucosa en sangre y un leve incremento de la
relacion neutréfilos/linfocitos (Capitulo 1). La ausencia de un correlato enddcrino de la
respuesta comportamental también se observdé con la exposicion a diferentes
intensidades de la sefial predatoria y con el patrén temporal de repeticion (Capitulo 2).
En camjunto, estos estudios sugieren una asociacion débil entre las respuestas
fisioldgicas y comportamentales a los olores de predadores en el roedor subtefraneo
talarum

Focalizando sobre la relacion entre el riesgo predatorio, el comportamiento y la
resplesta fisiolégica de estrés, el objetivo de este capitulo es evaluar la influencia de la
naturaleza, y el mecanismo de evaluacion de pistas indicativas de la presencia de un
predador, sobre la generacion de la respuesta comportamental y fisiologica gestrés
predaciéon erC. talarum Si bien se propone que la accion de los GCs y sus receptores
estan implicados en la generacion de la respuesta fisiologica y comportamental
asociada al estrés agudo, la débil o nula asociacion reportada en estudios pré&ios en

especie en estudio y otras, resalta la necesidad de profundizar al respecto, por lo que se



evaluard la respuesta comportamental asociada a tratamientos que inducen
incrementos endégenos de GCs, exdgenos, asi como la inhibicion de receptores de GCs.
Sepredice que la inmovilizaciprepresentando el ataque de un predador y por

lo tanto un fuerte compromiso respecto de la supervivencia, desencadena una mayor
respuesta comportamental y fisioldgica que la presencia de sefiales quimicas contenidas
en la piely pelaje de un predador, las cuales se reconocen indicativas de la presencia
inminente de un predador. La informacion quimica disponible para ser evaluada como
riesgo de predacién por una presa potencial y por lo tanto la respuesta desencadenada
es mayor gando la pista es accesible por contacto directo, permitiendo ser procesada
por el sistema olfativo y el OVN. La magnitud de la respuesta de ansiedad generada
dependera del incremento en GCs, ya sea de origen enddgeno o exdgeno. En todos los
casos, la regmesta comportamental involucra aumentos en los niveles de ansiedad, en
forma de una disminucién en la actividad locomotora y exploratoria, y la aparicion de
comportamientos defensivos, los cuales serdn acompafnados de aumentos en los niveles
de los paramets fisiologicos relacionados al estrés, tales como el cortisol plasmatico,

la glucosa y la proporcion de neutrdfilos: linfocitos (N/L).

MATERIALES Y METODOS

Animales

Machos adultos d€. talarum(n = 80) fueron capturados utilizando trampas de
captura wa en pastizales arenosos de Villa Gesell (37 ° 1519 "S, 56 ° 58'04" O,
Provincia de Buenos Aires, Argentina). Los individuos capturados fueron llevados al
laboratorio, luego fueron alojados en cajas plasticas individuales y alimentados como se
explico @ el Capitulo 1. Al finalizar los experimentos, todos los animales fueron

devueltos al sitio de captura en buenas condiciones de salud.



-Exposicion a pistas de un predador: induccién enddégena

Pistas quimicagiara la exposicidon de los tuticos a sefialemdicativas de la presencia

de un predador se utilizé una tela impregnada con olor de la piel de gato (metodologia
de obtencion y almacenamiento explicada en el Capitulo 1). Se utiliz6 una capsula
plastica de 10 cm de diametro cubgéede una malla de atabre de manera completa o

con un orificio de 3 cm de didmetro de manera de permitir el acceso directo al soporte

de las pistas de olor.

Inmovilizacion con rejadbs tucetucos se sometieron a inmovilizacion siguiendo la
metodologia explicada en Vera yatmiradores (2008): cada individuo se mantuvo
firmemente durante un periodo de 2 min en un aparato de retencién formado por dos
rejillas de alambre paralelas que les impedia realizar cualquier tipo de movimiento. De
esta manera, se simula la pérdida de e y posibilidad de escape de un individuo

cuando es atrapado por un predador.
-Induccién e inhibicién exdgena de la sintesis de glucocorticoides

Cortisol: los niveles de cortisol en sangre, principal GCCentalarum fueron
incrementados mediante unayeccion subcutdnea (sc, dosis: 0.45 mg/Kg animal,
Hidrocortisona, Sigma Aldrich), utilizando como vehiculo aceite de sésamo (Sigma
Aldrich). Se realizaron ensayos previos incluyendo dosis de 2.5, 1.25, 0.45 y 0.15 mg/Kg
animal (control: aceite de sésama@ligiendo aquella (0.45 mg/Kg) que resultara en
niveles plasméticos del mismo orden a la reportada como consecuencia de la activacion

por ACTH en machos tratados en cautiverio y campo (~ 50 pg/mét\akra012).

Metopirona: la metopirona (Znethyl1,2-di-3-pyridil1-propanone, Sigma Aldrich), un
inhibidor de la sintesis de cortisol que actia a nivel de las glandulas adrenales, se
inyectd de forma intraperitoneal (ip, dosis: 75 mg/Kg animal) utilizando propilenglicol
como vehiculo. La dosis utilizadage de estudios previos en ratas Wistar (Calvo y
Volosin 2001, Rotllamt al. 2002) y del resultado de ensayos previos (utilizando 120, 75

y 40 mg/Kg animal, controles: propilenglicol) dondgmara su efectividad en la

reversion del efecto de una irmwilizacion.



-Prueba de ansiedad:

Para evaluar el estado de ansiedad de los-tucos luego de los diferentes
tratamientos se utilizo el laberinto en cruz elevado (LE) que se describe en el Capitulo 1.
Cada animal fue llevado al laberinto y colocadtagiataforma central para comenzar
el experimento. El comportamiento de los individuos se registré utilizando una camara
de video durante 5 minutos y a partir de las grabaciones se determiné: distancia total
recorrida (cm), nimero de entradas a los bsazaimero de entradas a los brazos

transparentes (% total) y tiempo de permanencia en brazos transparentes (% total).
Tratamientos

Para evaluar la relaciébn entre la respuesta de ansiedad y los nieeles
glucocorticoides(cortisol), los machos adultos dé. talarum fueron asignados
aleatoriamente a los distintos tratamientos en dos grupos experimentales:

-Grupo experimental Ancremento de cortisol endogeno, naturaleza y mecanismo de
evaluacion de pistas quimicas.

Control (C]n = 11): se realizaron dosntroles, los animales del grupo Control 1 (n = 5)
solo permanecieron en la caja durante 1 h sin exposicion a la sefial predatoria, por otro
lado, los individuos del grupo Control 2 (n = 6) se expusieron al soporte plastico que se
utilizé para las presenténes de los olores, pero en este caso sin la tela impregnada
con los olores de la piel y pelaje de gato. Dado que los niveles de cortisol plasmatico no
difirieron entre el C1 (caja) y el C2 (caa soporte de olor vacio) (ANQ\F 9= 0.13,

p = 0.77), estos controles fueron unificados para los andlisis posteriores.

Gla(n = 9):exposicion a olor de la piel de gato sin contacto directo con el s(ipta}e

Se coloc6 a cada animal en una caja vacia con la presencia de la sefal del-medador

de la piel de gato en un dispositivo cubierto por una malla de alar(tdemin), luego

de retiro la sefal y el animal permanecio en la caja hasta completar 1h.

G1b(n =10): exposicion a olor de la piel de gato con contacto directo al soporte (tela).
Se ctocd a cada animal en una caja vacia con la presencia de la sefial del padador

de la piel de gato en un dispositivo abiefttb min), luego se retiro la sefial y el animal

permanecié en la caja hasta completar 1h.



G2(n = 9)inmovilizacién con rej&e coloc6 al animal en la caja vacia, luego de 13 min
se realiz6 la inmovilizacidon con la reja (2 min) y posteriormente, eltucgo
permanecié en la caja hasta completar 1h.

-Grupo experimental Bacrementos exégenos, endogenos, e inhibicion de tecep

de GCs.

Control (Cjn = 11): control caja.

Control quimico (CQ@h = 9)inyeccion de vétulos (aceite de sésamo + propilenglicol).
G3(n = 9)inyeccion de cortisol

G4(n = 6)inyeccion de metopirona sin inmovilizacion.

G5(n = 9)inyeccién denetopirona + inmovilizacién con reja.

G6(n = 8):inmovilizacion con rejaon el fin de comparar los efectos de la inhibicion de
la sintesis de GC sobre los efectos de la inmovilizacién, se incluiran los resultados
obtenidos previamente en el grupo @2j.

En todos los casos la inyeccion de cortisol o su vehiculo (control: sésamo), se
aplicé 1 h antes de la evaluacion comportamental, mientras que la metopirona o su
vehiculo (control: propilenglicol) fueron inyectados 90 min antes. La inmovilizacién con
reja por 2 minutos se realiz6 1h antes de la evaluacion comportamental,

permaneciendo en todos casos el individuo en una caja.

Grupo
experimental
Control 1- sin exposicion a sefial predatoria
2- exposicion al soporte plastico, sin sefial del poeta
Gl a- exposicion a olor de piel sin contacto directo
A b- exposicién a olor de piel con contacto directo
G2 Inmovilizacién con reja
Control = grupo A
Control quimico inyeccion de vehiculos (aceite de sésamo + propilenglia
G3 inyeccid de cortisol.
B G4 inyeccion de metopirona sin inmovilizacion.
G5 inyeccion de metopirona + inmovilizacioén con reja.
G6 inmovilizacion con reja

Fig. Lresumen de losatamientosenlos grupos experimentales A.y B



Procedimiento

Al finalizar eperiodo de aclimatacion (7 dias), se tom6 una muestra de sangre
GLIBELIZaAOAsYE RS OFRF AYRAGARAZ I |+ LI NI ANJ
parametros fisiol6gicos: niveles de glucosa en sangre, relacion N/L y niveles de cortisol
plasmatico (utiiando la metodologia explicada en Capitulad}oma de cada muestra
de sangre no duré mas de 3 min, para garantizar que los niveles de glucocorticoides no
fueran afectados por el procedimiento de extraccion (deed 2011). Luego de 4 dias,
cada animl se expuso al tratamiento correspondiente y 1 h mas tarde se registré el
desempeiio comportamental en la prueba de laberinto en cruz elevado (5 min). Al
finalizar la prueba, de manera inmedidtea que los niveles de cortisol aumentan
significativamente ds 3060 minutos en tucducos sometidos a este estrés agudo
(Veraetal. 201%) &S G2Ys dzyl YdzSxiiIaARE s §EyHNG A ¢ LIF
nuevamente los pardmetros fisioldgicos (niveles de glucosa en sangre, relacion N/L y
niveles de cortisol pdnatico) (Fig?). De esta forma, y a diferencia del procedimiento
llevado a cabo en los Capitulos 1y 2 donde solo se obtenia la muestra post tratamiento
(con el objetivo de minimizar el disturbio ocasionado por la extraccion de sangre), en
este Capitulose obtiene una muestra pre y post tratamiento para cada individuo,
permitiendo mejorar la capacidad de detectar los cambios en los parametros
fisiologicos como consecuencia de los tratamientos, mas alla de las diferencias

individuales.

7 dias 4 dias (90-60 min )

Captura Extraccion LE +

de sangre extraccion de sangre
Pre Post

Fig.2: Cronograma de exposicion a los tratamientos y evaluacion fisiolégica y comportamental de

los animales.



Tratamiento estadistico:

Parametros fisiolégicogara evaluar si hubo efecto de los diferentes tratamientos
sobre el cortisol plasatico, glucosa y relacidon N/L, se calcularon las diferencias entre
los valores obtenidos en la condicion post y pre tratamiento {pe3ty se analizaron
mediante ANOVA de una via o0 su equivalente no paramétrico. Cuando se observaron
efectos estadisticaemte significativos de los factores, se realizaronsTegtosteriori

para identificar diferencias entre los grupos.

Parametros comportamentalepara evaluar el desempefio de los animales en el
laberinto en cruz elevado se utilizd un test de ANOVA deian&w los casos en los
cuales se detectaron diferencias significativas se realiztbrrespondienteTest a

posteriori

RESULTADOS

-Grupo experimental A:
Medidas de estés fisiolégico

Cortisol: ¢acceso a la fuente de olor, impidiendo (G1a) o peanuit (G1b) el contacto
directo con ella no implicé diferencias en los niveles de cortisol detectados (ANOVA,
Ru17= 0.015, p = 0.903). Asi, este tratamiento sera unificado en posteriores analisis
debido a la falta de efecto encontrado en relacién alamistno de procesamiento de

la informacion, utilizando solo olfaccion o participacion ademas del OVN. La naturaleza
del factor de estrés aplicado (olor o inmovilizacién) tuvo efecto en la respuesta de GCs
(KruskaWallis, H = 11.471, gl = 2, p = 0.003).irraovilizacion con reja (G2)
desencadend un incremento significativo de cortisol plasmatico en relacién al control
(Test de Dunn, p = 0.002). La presencia de olor de un predador (G1) mostré efectos algo
menores, ya que no difiere del control y muestra ulii@rencia marginalmente

significativa respecto del tratamiento con aplicacion de reja (p = 0.051).



Glucosa: los niveles de glucosa no difirieron entre ambos controles (Mann Whitney, U =
11, T = 34, p = 0.537), acceso a la muestra de olor (Mann Whitaed4.B, T = 89.5, p

= 1), ni acorde a la naturaleza del factor de estrés por predacion aplicado (Kruskal
Wallis, H = 2.581, p = 0.275).

N/L: la relacion N/L no mostré diferencias para las mismas comparaciones (controles:
ANOVA, E6)= 0.243, p = 0.634cceso a la muestra de olor: Mann Whitney, U =36, T =
99, p =0.488, la naturaleza del factor de estrés aplicado: Kruskal Wallis, H = 0.155, p =
0.925).

Tabla 1 niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacion neutréfilos/linfocitas £MRe) y niveles de cortisol
plasmatico (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum de los grupos control, expuestos al olor de pie) @e gato (

a inmovilizacion (G2).

Control G1 G2
Pre Post Pre Post Pre Post

Niveles de glucosa en
sargre (mg/ml)

148.45 + 90.31 98.36 + 44.5] 92.52 + 68.37 79.47 + 26.7] 129.44 + 66.88 98.22 + 56.27

Relacion
neutréfilos/linfocitos

161+1.2 289+256| 164+114| 272+287| 146+1.03 | 228+1.75

Niveles de cortisol
plasmatico (ng/ml)

12.07 £4.72 | 13.35+£3.73| 1441 +6.14| 20.22+£7.25| 11.82+6.1 |27.42 +14.0§

Test de ansiedad

Luego de la inmovilizacion con reja (G2) y la exposicion al olor de la piel de gato
(G1) los individuos mostraron una disminucion en el tiempo de permanencia (ANOVA,
Fe,36)= 7.939, p = 0.001) y el tiempo rascando las paredes en los brazos transparentes
(ANOVA, (36 = 10.061, p < 0.001) con respecto al grupo control en el laberinto
elevado. Sin embargo, no se observaron diferencias en la distancia total recorrida
(ANOVAR2,36)= 0.86, p = 0.431), numero total de entradas a los brazos (p = 0.45) y
namero de entradas a los brazos transparentes (ANQA4=FL.422, p = 0.254) entre
los individuos del grupo control y de los grupos G1 y G3)Fig.
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Fig.3: tiempo de permanencia en los brazos transparentes (Media + DE) (a), tiempo rascando paredes en los brazos
transparentes (Media + DE) (b), distancia total recorrida (cm; Media + DE) (c), ndmero total de entradas a los brazos
(Media + DE) (d) namero de entradas a los brazos transparentes (Media + DE) (e) de los grupos control @2),681 y

el laberinto en cruz elevado.

- Grupo experimental B:

Medidas de estrés fisiologico
Los grupos experimentales involucrando incrementos endégenossmnmsig

inhibicién de receptores deGs difirieron en los niveles de cortisol (Kruskal Wallis, H =



30.643, gl = 5, p = 0.001). Los individuos inyectados con cortisol (G3), incrementaron
notoriamente sus niveles plasmaticos, difiriendo de los obtenidos greftenecientes

al control por permanencia en la caja sin estimulo (C, Comparaciones mdultiples de
Dunn, p = 0.003), control quimico (CQ, p < 0.001), asi como aquellos bajo inhibicién con
metopirona, aplicando o no inmovilizacién (G5, p = 0.004 y G4, .p0%).0Los
individuos inmovilizados con reja (G6) solo difirieron marginalmente del grupo control
por vehiculo (CQ, p = 0.067). Si el incremento exdgeno no es considerado (G, CQ, G4
G6), los grupos experimentales difieren entregkdE 5.377, p = 0R), destacandose

que la inmovilizacién (G6) difiere del control de caja (C, Comparaciones mdultiples de
Holm Sidak, p = 0.003), el control por vehiculo (CQ, p = 0.003), la aplicacion del inhibidor
sin inmovilizacion (G4, p = 0.003) y la metopirona convlizaxion (G5, p = 0.045),

confirmando el efecto de la inhibicion (Tabla 2).

Los niveles de glucosa no difieren entre tratamientos (Kruskal Wallis, H = 5.811,
gl =5, p = 0.325) asi como tampoco la relacion NAgE1.667, p = 0.177, Tabla 2).



TaHa 2:niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacién neutrdfilos/linfocitos (Media £ DE) y niveles de cortisol(ptderhdiledia £ DE) en individuos de Ctenomys talarum de |

grupos control, CQ, G3, G4, G5 y G6, luego de la pruelieedettaelevado.

C G3 CQ G4 G5 G6

Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
Niveles de
gzl;ncg;za en 148.45 + 90.31 | 98.36 + 44.51{148.55 £ 115.5{110.22 + 75.48(113.44 £ 100 |103.67 £57.3384.12 +£54.79|73.87 + 26.63|82.11 £ 63.0 |89.78 + 29.24|65.83 £ 21.96|83.67 + 44.73
(mg/ml)
Relacion
neutroéfilos |1.61+1.2 2.89 £ 2.56 1.92+1.51 3.59 + 3.54 2.52 +2.60 2.27+1.10 1.78 £ 0.76 2.04 +£0.88 251+2.16 2.89 + 3.27 1.85+1.52 1.84 +£0.98
llinfocitos
Niveles de
cortisol
plasmético 12.07 £ 4.72 13.35+3.73 |13.67+7.82 |94.24+37.28 [13.02+6.17 |11.04+6.25 |10.35+4.62 |21.04+7.95 |12.34+3.52 |13.74+3.17 |14.96 £13.20|11.35+5.14
(ng/ml)




Test de ansiedad

El grupo inyectado con cortisol exhibié una disminucion en el tiemposen lo
brazos transparentes, aunque en forma marginalmente significativa y solo con respecto
al grupo control (C) (test de Fisher, p = 0.065 vs control; p = 0.16 vs control quimico,
CQ). Un resultado similar se obtuvo con la inyeccion de metopirona previo a la
inmovilizacién (G5), observdndose una disminucion en el tiempo en los brazos
transparentes, aunque en forma marginalmente significativa y solo con respecto al
grupo control (test de Fisher, p = 0.063 vs control; p = 0.16 vs control quimico, CQ). Esto
altimo contrasta con la clara disminucién en esta variable obtenida luego de la
inmovilizacién (G6) (test de Fisher, p = 0.002 vs control; p = 0.009 vs control quimico).
En cuanto al tiempo rascando las paredes de los brazos transparentes, se encontré una
dismnucidén de este parametro con respecto al control en los grupos que fueron
inmovilizados (G6) e inmovilizados luego de ser inyectados con metopirona (G5), (test
de Scheffé, p = 0.02 y p = 0.012, respectivamente), aunque no cuando se lo comparo
con el contrbquimico CQ (test de Scheffé, p = 0.54 y p = 0.45, respectivamente). No se
observé efecto de ninguno de los tratamientos en la distancia total recorrida (ANOVA,
Fs.47y= 1.649, p = 0.16), el nimero total de entradas a los brazos (ANWA, F431,

p = 0.23) y el numero de entradas a los brazos transparentes del laberinto en cruz
elevado (ANOVAgRn= 1.169, p = 0.34) (F#).



Fig.4: tiempo de permanencia en los brazos transparentes (Media + DE) (a), tiempoaasuaaes en los brazos transparentes
(Media = DE) (b), distancia total recorrida (cm; Media + DE) (c), numero total de entradas a los brazos (Media + BEjd(dley n(
entradas a los brazos transparentes (Media + DE) (e), y de los grupos contraidi@j,dorico (CQ), G3, G4, G5y G6 en el laberinto ¢

cruz elevado.








































































































































































