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Resumen

Una correcta conducta maternal es fundamental para la supervivencia de la
descendencia y la maduracion de su sistema nervioso. Esta investigacion
analiza el sustrato neuroendocrino de la conducta maternal en ratones, para
ayudar a comprender la etiologia de sus posibles alteraciones. El objetivo es
entender por qué las madres muestran mayor motivacion hacia las crias que las
hembras virgenes. Nuestra hipétesis plantea que, durante la gestacién, factores
endocrinos podrian estimular determinados centros del cerebro de las madres
haciéndolos mas sensibles a las feromonas de crias.

Para poner a prueba esta hipdtesis hemos expuesto a madres y a hembras
virgenes a dos tipos de estimulo, crias y botones. Mediante la deteccion
inmunohistoquimica de c-Fos medimos la actividad neuronal de sus centros
quimiosensoriales (bulbos olfativos principal y accesorio, cortex piriforme, amigdala
medial y cortical). El analisis estadistico (anova de dos factores, hembra vy
estimulo) no mostré diferencias significativas entre madres y comadres en la
activacion de los centros quimiosensoriales al exponerlas a crias o botones,
aunque si una tendencia a una mayor actividad en la amigdala medial
posterodorsal en madres, independiente del estimulo. Finalmente, observamos
una correlacion significativa entre conducta maternal y actividad neuronal en
centros quimiosensoriales en el grupo de hembras expuestas a crias, que sugieren
el uso de circuitos neuronales diferentes entre madres y virgenes durante su
interaccion con las crias.



22 AGORA DE SALUT. VOL. VI. ISSN: 2443-9827. DOI: HTTP://DX.DOI.ORG/10.6035/AGORASALUT.2019.6.2 - PP. 21-30

Palabras clave: feromonas, sistema olfativo, sistema vomeronasal, conducta
maternal, motivacion.

Abstract

Appropriate maternal behaviour is essential for offspring survival and for its
neurodevelopment. This research analyses the neuroendocrine substrate of
maternal behaviour in mice, to help understanding the aetiology of their possible
disorders. Our goal is to understand why mothers show higher motivation
towards offspring than virgin females. Our hypothesis postulates that changes
induced by gestational hormones could sensitize specific mothers’ brain centres
to pup pheromones.

For this purpose, we exposed dams and virgin females to two different stimuli,
pups and buttons. Through immunohistochemical detention of c-Fos, we
assessed the neuronal activity in their chemosensory centres (main and
accessory olfactory bulbs, piriform cortex, medial and cortical amygdala). A two-
way ANOVA, with female and stimulus as factors, did not show differences
between dams or virgins in the activation of chemosensory centres when
exposed to pups or buttons, although it showed a nearly significant trend
towards higher activation of the medial amygdala in dams, irrespective of the
stimulus. Finally, we observed significant correlations between maternal
behaviour and the activity of chemosensory centres in the group of females
exposed to pups, which suggest the use of different neuronal circuits by dams
and virgin females during their interaction with pups.

Keywords: pheromones, olfactory system, vomeronasal system, maternal
behaviour, motivation.

Introduccién

La conducta maternal esta formada por una serie de comportamientos llevados a cabo
por hembras, dirigidos a garantizar la supervivencia de las crias hasta su edad
reproductiva, favoreciendo asi el éxito reproductivo (Numan e Insel 2003). Ademas, la
conducta maternal favorece el desarrollo del sistema nervioso de la progenie, por lo
que supone un factor critico para la salud tanto fisica como mental de la descendencia
(Gammie 2005). Nuestro laboratorio analiza el sustrato neuroendocrino de la conducta
maternal con el fin de entender la etiologia de las distintas alteraciones relacionadas
con esta, como el abandono infantil o la depresion postparto.

Para analizar este asunto utilizamos una aproximacion experimental, siendo nuestro
modelo el ratén. Dado que todos los vertebrados presentan un cerebro sociosexual
muy conservado a lo largo de la evolucién (Newman 1999), los roedores representan
un buen modelo para el estudio de la neurobiologia de las conductas sociales
humanas, incluido el comportamiento maternal. Por otro lado, su corto periodo
gestacional y la obtencién de camadas numerosas lo convierten en una especie
optima para nuestro estudio en concreto (Navarro-Hernandez 2012).

En los ratones, como en otros mamiferos, la conducta maternal puede dividirse en
conductas dirigidas a las crias (recogida y agrupacién de las crias en el nido, lactancia,
termorregulacién y aseo mediante el lameteo) y conductas no dirigidas a las crias
(construccion del nido y defensa de este ante posibles amenazas, la llamada agresion
maternal). Esta ultima ilustra bien las caracteristicas de la conducta maternal, pues
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mientras las hembras de ratdn se muestran amigables y pacificas de forma natural con
otros adultos, en el periodo perinatal se vuelven extremadamente agresivas hacia ellos
(Martin-Sanchez 2016; Martin-Sanchez et al. 2015). Esto revela que la maternidad
supone un cambio reversible en la conducta de las hembras dependiente de su
periodo gestacional y, por tanto, posiblemente favorecido por las hormonas de la
gestacion.

Aunque tanto madres como hembras virgenes de ratén son capaces de cuidar de las
crias, existen dos facetas de la conducta maternal que Unicamente se observan en las
madres: la motivacién hacia las crias y la ya comentada agresion maternal,
desapareciendo ambas al final del periodo de lactancia. En este sentido, las hembras
virgenes y las madres muestran perfiles hormonales muy diferentes, lo que nos hace
pensar que las hormonas de la gestacion puedan provocar un cambio transitorio en el
cerebro de las hembras: de cerebro sociosexual femenino a cerebro maternal. Esto es
lo que denominamos maternizacién cerebral.

Los ratones utilizan estimulos quimicos para la comunicacion social, como las
feromonas, sustancias quimicas capaces de generar modificaciones en la conducta de
otros animales de la misma especie (Karlson y Luscher 1959). Por ello, nos
preguntamos si la maternizacion puede ocurrir a nivel de los sistemas
quimiosensoriales. A favor de esta hipoétesis hay diversos estudios que demuestran la
importancia de los sistemas quimiosensoriales en la conducta maternal. En uno de
ellos (Wang y Storm 2011), se comparé la conducta maternal de madres con funcion
olfativa normal y madres andsmicas (en las que se indujo una mutacion nula de la
adenilato ciclasa 3, enzima clave para la transduccion olfativa), observandose que las
hembras andsmicas no mostraban conducta maternal.

En los roedores, la deteccién de estimulos quimicos, entre ellos las feromonas, esta
mediada por dos érganos quimiosensoriales: el epitelio olfativo (OE) y el 6rgano
vomeronasal (VNO) (Fortes-Marco, Lanuza y Martinez-Garcia 2013). El primero esta
formado por neuronas ciliadas que tapizan el epitelio nasal, cuyos axones forman el
nervio olfativo (par craneal 1a) que, a través de la placa cribosa del vomer, alcanzan
los glomérulos del bulbo olfatorio principal (MOB). Se trata de un érgano que todos los
vertebrados poseen (incluidos los seres humanos) y que forma el sistema olfativo
principal. El segundo 6rgano quimiosensorial nasal, el 6rgano vomeronasal o de
Jacobson, es un tubo ciego situado en el interior del hueso vémer, que se abre a la
cavidad nasal. Esta tapizado por un epitelio similar al olfativo, formado no obstante por
neuronas sensoriales con microvellosidades que expresan receptores diferentes de los
olfativos, cuyos axones forman el par craneal 1b y acaban en los glomérulos del bulbo
olfatorio accesorio (AOB). El término accesorio hace referencia al hecho de que no
todos los vertebrados poseen este 6rgano, siendo la especie humana una de las que
lo ha perdido (se encuentra en el embridn, pero se atrofia durante el final del desarrollo
embrionario). Mientras que el 6rgano vomeronasal detecta fundamentalmente
sustancias relacionadas con la comunicacién social, incluyendo feromonas y otras
sefales quimicas, al epitelio olfativo se le atribuye un papel genérico en la deteccion
de olores de todo tipo, no solo sociales. Por lo tanto, en una especie macrosmatica
como el ratdon, cabe esperar una implicacién de ambos sistemas quimiosensoriales:
olfativo principal y vomeronasal o accesorio, en la conducta maternal. Tal vez, en
ratones, la deteccién de feromonas de las crias (olfativas, vomeronasales o ambas)
desencadenaria en la madre una respuesta maternal instintiva, ain en ausencia de la
estimulacion hormonal apropiada, si bien esta potenciaria algunos aspectos de la
conducta maternal como la motivacién o la agresividad. El objetivo de nuestro estudio
es contribuir a entender el papel de los estimulos olfativos y vomeronasales derivados
de crias (o de otra naturaleza) en la conducta maternal en hembras lactantes y
virgenes. La hipétesis de trabajo general plantea que la maternizacion inducida por las
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hormonas durante la gestacion podria incluir cambios en la expresién de receptores
olfativos o vomeronasales, tal y como ocurre en machos (Tachikawa, Yoshihara y
Kuroda 2013), que alterarian la sensibilidad a los estimulos quimicos de crias,
haciendo detectables feromonas de las mismas que inducirian un intenso
comportamiento maternal motivado. Para poner a prueba nuestra hipétesis,
planteamos los siguientes objetivos especificos:

— Buscaremos diferencias en la activacion neuronal de los centros quimiosensoriales
(olfativos y vomeronasales) de madres con respecto a hembras virgenes, cuando
son expuestas a estimulos de diferente naturaleza, crias y botones del mismo
tamano (estimulo control). La hipétesis de trabajo predice que puede haber un
cambio en la sensibilidad de las madres hacia estimulos quimicos de crias que
estaria relacionado con los cambios en conducta.

— Igualmente buscaremos correlaciones entre la conducta maternal (calidad del
cuidado de las crias) y la activacion de los diferentes nudcleos olfativos y
vomeronasales, que explicarian la implicaciéon de los estimulos quimicos en la
conducta maternal y podrian variar entre madres y hembras virgenes.

— También buscaremos correlaciones significativas entre los nucleos implicados en
la funcion quimiosensorial, lo que nos permitira validar el método y comprobar la
existencia de redes funcionales activadas en respuesta a estimulos de crias.

Método
Diserio experimental

Nuestro experimento incluyo 28 hembras de raton de 10 semanas de edad, 14 madres
y 14 comadres. Las comadres son hembras virgenes que conviven con la madre y las
crias durante el periodo de gestacion, parto y lactancia. Si bien las comadres muestran
una conducta maternal similar a la de las madres, no han sufrido la influencia de las
hormonas de la gestacion, por lo que son un buen control de la influencia endocrina
responsable de la maternizacion cerebral. Dentro de cada subgrupo de hembras,
expusimos la mitad a crias y la otra mitad a botones (como estimulo control). De esta
forma, el disefio experimental contd con los 4 grupos experimentales que observamos
a la derecha de la figura 1.
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Figura 1. Muestra empleada y fases del estudio experimental (madres
en azul, comadres en verde).
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Teniendo en cuenta que el cerebro responde a cambios en los estimulos, la presencia
continuada de las crias no activara el cerebro por si misma. Es necesario retirarlas
durante un tiempo y después exponer a las hembras de nuevo a las crias, para
asegurarnos de que el patron de actividad cerebral que observaremos en los centros
olfativos y vomeronasales es consecuencia de los estimulos quimicos derivados de las
mismas. Por ello, previamente a la exposicién al estimulo, separamos las hembras de
las crias durante 2 horas (véase la figura 1). Después procedimos a exponer a un
primer grupo de hembras (madres y comadres) a las crias (reencuentro) y a un
segundo al estimulo control (los botones). Tras 90 minutos de exposicion, sacrificamos
las hembras y les perfundimos fijador histolégico. Una vez extraidos los encéfalos, los
procesamos para la deteccion inmunohistoquimica de c-Fos (un factor de transcripcion
expresado por neuronas cuya expresion aumenta con la actividad eléctrica), que sera
nuestro marcador de actividad neuronal (Kovacs 1998). En nuestro disefo
experimental nos permitira comprobar si hay diferencias de actividad neuronal en los
centros quimiosensoriales del cerebro, en respuesta a crias o estimulos control
(botones) entre madres y hembras virgenes comadres.

Analisis de la conducta maternal

Realizamos el analisis de la conducta maternal a través de 7 videos de 90 minutos,
correspondientes al periodo de exposicion de las 7 parejas de hembras expuestas a
crias. Solo analizamos estos grupos, puesto que las hembras expuestas a botones no
pueden mostrar conducta maternal. Con el fin de reconocer de qué animal se trataba,
previamente al experimento marcamos el pelaje de la comadre de cada pareja con
henna. Las personas que analizaron los videos ignoraban este cdodigo y, por tanto,
desconocian el tipo de hembra cuyo video estaban evaluando. La medicién de la
conducta maternal consistié en asignar a cada intervalo de 10 segundos, durante 5
minutos, una puntuacion de la calidad de la conducta maternal de acuerdo con la
siguiente escala: 0-hembra fuera del nido; 1-hembra fuera del nido construyendo o
manteniendo el nido; 2-hembra dentro del nido, pero no sobre las crias; 3-hembra
sobre las crias; 4-aseo de las crias. Para cada animal se evaluaron asi 30 episodios.
Se promedié la puntuacién de tres observadores diferentes y a cada animal se le
asigno la puntuacién media de todos los episodios.

Procedimiento histolégico

El procedimiento histologico consistid en una inmunohistoquimica indirecta con
avidina-biotina-peroxidasa para la deteccién de la proteina c-Fos. Usamos para ello el
anticuerpo primario de la casa Synaptic Systems, obtenido en conejo y diluido 1:5000,
seguido de un secundario biotinilado contra inmunoglobulinas de conejo obtenido en
cabra a dilucion 1:400 (Vector Labs) y el complejo avidina-biotina-peroxidasa de la
misma casa. La peroxidasa resultante fue revelada con diaminobencidina (DAB)
0,025 % y H20, al 0,01 % en tampdn, durante 20 minutos. La inmunotincion marcé el
nucleo de las células activadas de color marrén. Para estimar el grado de actividad de
cada centro nervioso medimos la densidad de células marcadas por unidad de area.
Esta variable nos permitié6 hacer comparaciones entre los distintos grupos de animales
(madres o comadres), expuestos a los distintos estimulos (crias o botones).

Captacion y analisis de imagenes

Tras la inmunohistoquimica, captamos fotografias de las areas cerebrales implicadas
en la funcion quimiosensorial con una camara (Leica AG, Alemania) conectada a un
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microscopio 6ptico Leitz DM 750. Del sistema olfativo, obtuvimos imagenes del bulbo
olfatorio principal (MOB a 40x, capa granular) y de dos zonas del cortex piriforme
(anterior, PirAnt; posterior, PirPost, ambas a 20x). Por otro lado, del sistema
vomeronasal captamos imagenes del bulbo olfatorio accesorio (AOB a 40x, capa
mitral) y de la amigdala cortical posteromedial (PMCo, a 20x). Ademas, también
captamos un nucleo mixto (olfativo-vomeronasal), la amigdala medial (MePD, a 20x),
que recibe aferencias tanto del MOB como del AOB. La cuantificacién de la densidad
de células marcadas en una determinada area se realiz6 mediante el programa
Imaged, que nos permitid binarizar la imagen captada y contar los nucleos de las
células marcadas por encima de un determinado nivel de inmunotincion. A partir del
numero de células calculamos la densidad (células/10000 pm?2).

Analisis estadistico

Para analizar los resultados obtenidos empleamos el programa IBM SPSS Statistics
(version 22). Por un lado, analizamos las posibles diferencias en la densidad de
células marcadas por c-Fos en los 4 grupos diferentes de hembras. En primer lugar,
realizamos pruebas para comprobar la normalidad de nuestros datos (Kolmogorov-
Smirnov, ya que n < 50), requisito necesario para poder utilizar un test paramétrico.
Transformamos los datos que no mostraron una distribucién normal (PMCo) en sus
logaritmos para su analisis (dada la elevada variabilidad entre los datos, preferimos
este método a un test no paramétrico). En segundo lugar, mediante el test de Levene
comprobamos si existia homogeneidad de varianzas, segunda condicién para la
utilizacion del test estadistico paramétrico. Una vez comprobamos que se cumplian
ambos requisitos, realizamos una ANOVA con dos factores: hembra (madre/comadre)
y estimulo (crias/botones), lo que nos permitié evaluar las diferencias en la activacion
cerebral de cada grupo debidas a estos dos factores o a la interaccion entre ambos.
Una t de Student nos permiti6 comparar la puntuaciéon de conducta maternal de las
madres y las comadres. Como en estudios previos, las madres y las comadres
mostraron conductas de cuidado de crias similares.

Por otro lado, comprobamos la existencia de correlaciones entre la conducta maternal
medida en los videos y la activacion de las diferentes areas quimiosensoriales, asi
como la correlacion entre todas estas areas entre si (resultados no mostrados). Este
analisis Unicamente lo realizamos en las madres y las comadres expuestas a crias (ya
que los grupos expuestos a botones no muestran conducta maternal). La conducta
maternal seguia una distribucion normal, por lo que trabajamos con los valores
originales; sin embargo, como PMCo no cumplia criterios de normalidad, decidimos
transformar logaritmicamente los valores de densidad de c-Fos de todos los nucleos
quimiosensoriales. Tras cerciorarnos de que todos nuestros datos seguian una
distribucién normal, realizamos test de correlacion de Pearson (paramétrico) entre las
diferentes variables, analizando los dos grupos de hembras (madres y comadres) por
separado.

Resultados
Diferencias en la densidad de c-Fos de los 4 grupos de hembras

Los resultados de nuestro analisis mostraron que no hay diferencias estadisticamente
significativas en la densidad de c-Fos entre los tipos de hembras, ni entre estimulos, ni
existe una interaccion entre ambos, ya que el p-valor quedé por encima de 0,05 en
todos los casos. Sin embargo, si que pudimos observar una tendencia hacia un
resultado significativo en la amigdala medial posterodorsal en el tipo de hembra (F1,
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24 = 3,914; p = 0,059) que sugeria un incremento de la actividad de este nucleo en las
madres respecto de las comadres, y que parecia independiente del tipo de estimulo
(igual para crias y botones; véase la figura 2).
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Figura 2. A la izquierda, graficos de barras representativos de los resultados
de las ANOVA de c-Fos para la amigdala medial (MePD). En el eje Y se representa
la densidad de células marcadas medida en células/mm?y en el eje de la X
los distintos grupos experimentales. A la derecha, una representacion grafica
de las diferencias de densidad de células marcadas por c-Fos en los 4 grupos
experimentales (A: madres expuestas a crias; B: madres expuestas a botones;
C: comadres expuestas a crias; D: comadres expuestas a botones).

Correlacién entre la conducta maternal y la actividad de los nucleos
quimiosensoriales en los grupos expuesto a crias.

Tabla 1
Analisis de correlacion entre la conducta maternal y la actividad
neuronal observada en los nucleos quimiosensoriales (densidad de
células c-Fos positivas).

LogAOB LogMOB LogPirAnt | LogPost | LogPMCo | LogMePD

-0,647 -0,544

MADRES p-valor 0,116 0,264
6

Correlacion de
CONDUCTA Pearson

Correlaciéon de

-0,444 0,835 0,759 0,522 -0,351 -0,356
CONDUCTA Pearson
COMADRES p-valor 0,377 0,039 0,048 0,229 0,44 0,433
N 6 6 7 7 7 7
*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (2 colas).

Resultados significativos (<0,05)
Tendencias (<0.,1)

En el grupo de las madres no se obtuvo ninguna correlacion significativa entre la
conducta maternal y la actividad en los nucleos quimiosensoriales (tabla 1), pero si
pudimos observar una tendencia (p-valor =0,065) hacia una correlacién positiva
(R =0,784) entre la conducta y la actividad neuronal en el AOB.
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En cambio, en el grupo de comadres obtuvimos correlaciones negativas
estadisticamente significativas (tabla 1); la primera, de la conducta maternal con la
actividad del MOB (R =-0,835; p. valor =0,039) y la segunda con la actividad del
PirAnt (R =-0,759; p-valor = 0,048).

Discusion

Los resultados indican que, aparentemente, madres y comadres presentan una
respuesta similar de los centros olfativos y vomeronasales a ambos estimulos (crias y
botones). En cambio, la tendencia encontrada en la amigdala medial nos sugiere una
mayor activacion en madres respecto a comadres, aunque de forma indiferente al tipo
de estimulo. La amigdala medial esta relacionada con el cerebro sociosexual, que
controla las conductas sociales instintivas, entre ellas la maternal. La activacion que se
observa en este nucleo podria deberse a que es un centro integrador de los diferentes
estimulos quimiosensoriales, ya que recibe aferencias tanto de olfativo como de
vomeronasal (Cadiz-Moretti, Otero-Garcia, Martinez-Garcia y Lanuza 2016).

Por otro lado, llama la atencién la tendencia hacia la existencia de una correlacién
positiva en madres entre la conducta maternal y la actividad bulbo olfatorio accesorio,
que no existe en comadres. Estos resultados sugieren una mayor implicacion del
sistema vomeronasal (del que el AOB es el centro primario) en la conducta maternal
en madres. En cambio, los resultados de las correlaciones negativas en comadres
entre la conducta maternal y la actividad de dos nucleos del sistema olfativo sugieren
el uso de la olfaccion en conductas no relacionadas con el comportamiento maternal,
como la exploracion de la caja o el olfateo del entorno.

Todos estos resultados podrian estar indicandonos el uso de los sistemas
quimiosensoriales de forma diferencial entre madres y comadres en la conducta
maternal, fruto de una maternizacion del cerebro como resultado de la accién de las
hormonas de la gestacioén, parto o lactancia (por ejemplo, la prolactina y los lactégenos
placentarios) (Salais-Lépez, Lanuza, Agustin-Pavén y Martinez-Garcia 2017).

Con todo, podriamos deducir que la motivacion aumentada hacia las crias en madres
con respecto a hembras virgenes no parece tener su origen en un gran cambio en la
sensibilidad de las madres a estimulos quimicos de cria. Cabe la posibilidad de que
las madres sufran un pequefio cambio en la sensibilidad de algun receptor olfativo o
VNO debido a las hormonas de la gestacion. Si bien un cambio tan sutil es
indetectable mediante la técnica de c-Fos aplicada a centros cerebrales, si podria
serlo si se estudiara la actividad del 6rgano vomeronasal o epitelio olfativo
directamente. De hecho, en ratones, se ha comprobado un cambio similar en machos
relacionado con la expresion de comportamiento paternal (Nakahara et al. 2016;
Tachikawa, Yoshihara y Kuroda 2013), donde cambios en la sensibilidad de receptores
olfativos atipicos expresados por neuronas vomeronasales se relacionan con la
expresion de conducta paternal o infanticida.

La hipétesis que nuestros resultados generan, pese a no haber encontrado diferencias
apreciables en la actividad de las areas quimiosensoriales primarias (AOB y MOB)
entre madres y comadres, es que pequefnos cambios en la sensibilidad de algun (o
algunos) receptor olfativo o vomeronasal de las madres, junto con la convergencia de
estimulos olfativos y vomeronasales que se sumarian de forma no lineal en la
amigdala medial (véase la figura 3), daria lugar a una mayor respuesta de este nucleo
en las madres. De esta forma, al encontrarse este nucleo en estrecha relacién con el
cerebro sociosexual y, en consecuencia, relacionado con las conductas sociales
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instintivas (como la maternal), estos cambios podrian dar lugar a la conducta maternal
motivada tipica del periodo maternal.
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Figura 3. Esquema de conclusion, donde se representa la nueva hipotesis
generada.
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