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Resumen

La conducta maternal es algo mas que la nutricion y proteccion de la descendencia. En
humanos y otras especies, la desatencion maternal provoca cambios epigenéticos que
reducen la resistencia al estrés y perpetuan la desatencién maternal. El estudio del sus-
trato neural de este comportamiento ayudara a romper este circulo vicioso y a promover
la salud fisica y mental de futuras generaciones. Hemos investigado en el ratén cuales
son los factores clave que desencadenan la fiera defensa de las crias por parte de sus
madres, la agresiéon maternal. Esta conducta debe estar promovida por sefiales hormo-
nales de la gestacion, puesto que las madrinas o comadres, hembras que han colaborado
en el cuidado de las crias pero no han experimentado la maternidad, no son agresivas.
Centrando nuestra atencion sobre las hormonas de la maternidad, hemos caracterizado el
efecto de la prolactina en el encéfalo. Los resultados indican que durante la gestacion
se produce una activacion drastica, mediada por sefiales lactogénicas, de todo el cere-
bro sociosexual, incluyendo los nucleos responsables de la agresion. Esta activacion
continda durante la lactancia, sustentada por los elevados niveles de prolactina propios
de este periodo. Por ultimo, hemos identificado las neuronas que generan circuitos cen-
trales ricos en vasopresina y oxitocina, dos neuropéptidos clave en la regulacion del
comportamiento maternal. Neuronas que expresan ambos neuropéptidos, situadas
entre la regién amigdalina y el hipotalamo predptico, parecen proyectar a centros res-
ponsables de la ansiedad (amigdala central) y la motivacion (nucleo accumbens). Su
modulacion explicaria la reduccion de la ansiedad durante la maternidad, que permite
respuestas como la agresién maternal, asi como el incremento de la motivacion hacia
las crias y su cuidado.

Palabras clave: comportamiento maternal, agresién maternal, prolactina, oxitocina, va-
sopresina, cerebro sociosexual.
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Abstract

Maternal behaviour is not limited to the nourishment and protection of the offspring. In
humans as in other species, maternal neglect induces epigenetic modifications that com-
promise resilience to stress and perpetuate inattention. The study of the neural substrate
of this behaviour will help to break this vicious cycle and to promote physical and mental
health of future generations. We have explored which are the key factors, in the mouse,
that trigger in the mother the fierce defence of the pups from external threats, maternal
aggression. This behaviour must be promoted by the hormonal cues of the maternal pe-
riod, since godmothers, females that shared pup care with the mother, but have not un-
dergone motherhood, are not aggressive. Focusing on important hormonal signals during
this period, we have characterised the central effect of prolactin, the maternal hormone.
Our results indicate that, during pregnancy, lactogenic signals exert a drastic activation of
the sociosexual brain, including centres responsible for aggression. These activation contin-
ues during lactation, hosted by the elevated levels of prolactin during this period. Lastly,
we have identified the neurons generating central circuits rich in vasopressin and oxy-
tocin, two neuropeptides with a key role in the regulation of maternal behaviour. Neurons
expressing both neuropeptides and located between the amygdaloid region and preoptic
hypothalamus, project to neural centres responsible for anxiety behaviour (central tonsil)
and motivation (nucleus accumbens). The modulation of these sites would explain the
reduction of anxiety during the motherhood, which ensures behaviours like maternal ag-
gression, as well as the increase in pup-directed motivated behaviours.

Keywords: maternal care, maternal aggression, prolactin, oxytocin, vasopressin, socio-
sexual brain.

Introduccion

El comportamiento parental se define como una coleccidén de conductas expresadas por
uno o ambos progenitores (aunque en muchas especies solo hay comportamiento maternal)
dirigidas a la atencion de las necesidades basicas de las crias, principalmente su alimentacién,
termorregulacion y proteccion. Este caracter surge evolutivamente como una estrategia com-
pleja y costosa pero muy efectiva para garantizar la supervivencia de la descendencia, espe-
cialmente cuando ésta es altricial, es decir, cuando nace, como en la especie humana, con un
desarrollo somatico incompleto y es por tanto incapaz de valerse por si misma en el periodo
postnatal (Numan e Insel, 2003).

El comportamiento parental es, pues, un mecanismo esencial para la supervivencia de
las crias, pero sus funciones parecen ir mas alla. Existe evidencia creciente de que un buen
cuidado parental tiene un impacto beneficioso en la salud fisica y mental de la descendencia.
Se ha comprobado en roedores como madres que cuidan satisfactoriamente de sus crias les
transmiten, por medios epigenéticos, la capacidad de tolerar mejor el estrés y sus efectos
negativos sobre el organismo (Meaney, 2001). Estableciendo una comparacién con el ser hu-
mano, se ha determinado también como diferentes formas de desatencién y maltrato parental
durante la infancia suponen factores de riesgo para diversas patologias fisicas y mentales
(Repetti, Taylor, y Seeman, 2002), incluyendo ansiedad y depresién (Bifulco, Brown, y Adler,
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1991). Todas estas razones avalan el interés y la importancia que supone el estudio del com-
portamiento maternal y su sustrato bioldgico.

Nuestro modelo de estudio para el comportamiento maternal es el raton. En esta espe-
cie, el comportamiento maternal incluye conductas orientadas a las crias (su alimentacién,
Su aseo, su abrigo y agrupacién en un nido) y conductas no dirigidas a crias, como son la
construccion previa del nido y la defensa de las crias de potenciales amenazas, la llamada
«agresion maternal» (Gammie, 2005). De entre estas conductas destaca la agresion maternal
por dos motivos. En primer lugar, las madres tienden a agredir a miembros de la misma espe-
cie, especialmente a machos, que en la naturaleza suelen ser infanticidas. En segundo lugar,
se trata de una conducta transitoria y reversible: las hembras de ratén se ven atraidas por los
machos y sus feromonas durante toda su vida (Martinez-Garcia et al., 2009), pero durante el
periodo maternal reaccionan agrediéndolos ferozmente si se acercan a su nido (Lonstein y Ga-
mmie, 2002). Con el destete de las crias, la agresion se extingue y la hembra vuelve a verse
atraida por el macho.

Como otras conductas sociales, el comportamiento maternal, incluida la agresividad,
esta gobernado por una red compleja de centros nerviosos conocida como el «cerebro socio-
sexual» (Gammie, 2005; Newman, 1999). Durante este periodo, para asegurar la expresion de
la conducta maternal en el momento oportuno, el cerebro sociosexual sufre una modulacion,
una maternizacién. Este proceso aun no se comprende bien, pero debe estar ligado a las se-
nales hormonales de la maternidad (gestacion, parto y lactancia), asi como a estimulos de las
propias crias.

Asi pues, la agresion maternal supone una oportunidad para entender el sustrato biologi-
co de la conducta agresiva, y constituye el marco ideal para estudiar los mecanismos respon-
sables de la maternizacion cerebral. En esta articulo, presentamos una serie de experimentos
orientados a entender este fendmeno fascinante. En nuestro primer experimento, empleamos
un enfoque conductual para explorar la contribucion relativa al proceso de los estimulos de las
crias y la sefiales hormonales de la gestacion. A continuacion, analizamos con mayor profun-
didad el papel de una sefial endocrina y dos sefiales neuroquimicas estrechamente ligadas al
comportamiento social y a la maternidad, la hormona prolactina y los neuropéptidos oxitocina
y vasopresina.

Material y métodos
Experimento 1. Factores promotores de la agresion maternal en ratones hembra

En este experimento, empleamos hembras adultas de raton de la cepa cD1, que distri-
buimos aleatoriamente en tres grupos experimentales: (i) madres lactantes (n=9), (ii) comadres
(n=9) y (iii) hembras virgenes sin experiencia previa con crias (que llamaremos inexpertas;
n=9). Las madres lactantes y las hembras inexpertas fueron incluidas como grupos control
positivo y negativo, respectivamente, para la conducta agresiva. En cuanto a las comadres,
se trata de hembras virgenes que han sido estabuladas con una hembra del grupo de madres
lactantes durante la prefiez, parto y lactancia, colaborando en el cuidado de las crias.

Sometimos a estos grupos de hembras a un test de agresion maternal, en el que, tras
retirar las crias (en el caso de las madres y las comadres) y la hembra acompafante, se intro-
duce un macho intruso en la caja de la hembra experimental y se evalla la reaccién conductual
de la ésta. Los intrusos son machos adultos de la misma cepa y edad. Los encuentros hembra-
intruso tuvieron una duracion de 5 minutos y fueron grabados en video para el posterior regis-
tro de las siguientes variables: latencia al primer ataque, numero total de ataques y duracion
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total de los ataques. Los valores obtenidos fueron analizados (ANOVA o test de Kruskal-Wallis)
usando el software SPsSs.

Experimento 2. Caracterizacion del patron central de respuesta a la prolactina
en ratones hembra y su variacion durante gestacion y lactancia

Para este estudio, empleamnos 19 hembras de ratén (cepa cD1), de 8-12 semanas de
edad, distribuidas aleatoriamente en tres grupos experimentales: virgenes (n=7); gestacion
tardia (n=6) y lactantes (n=6). El grupo de virgenes se procesé directamente para inmunohis-
toquimica, mientras que las hembras del resto de grupos fueron procesadas, respectivamente,
en los dias 14 a 18 de gestacion (grupo gestacién tardia) y en el sexto dia postparto (grupo
lactancia).

Para la inmunohistoquimica, los animales se perfundieron con paraformaldehido, extra-
jimos sus encéfalos del craneo, y los postfiamos y crioprotegimos para obtener secciones
histologicas de 40 um con microtomia de congelacién. Las secciones histolégicas fueron pro-
cesadas para la inmunohistoquimica de pSTATS, un método indirecto para la evaluacion de las
acciones centrales de la prolactina. Consiste en la deteccion de la forma activada por fosfori-
lacion de STATS (pSTATS), una proteina clave en la cascada de transduccion del receptor largo
de prolactina (Kanyicska, Lerant, Freeman y Marc, 2000). Disponemos asi de un marcador
funcional de aquellas células que han respondido recientemente a la sefal de prolactina. Tras
la inmunohistoquimica, los cortes histolégicos fueron montados y cubiertos para su posterior
analisis al microscopio optico.

Experimento 3. Caracterizacion del patron central de expresion de oxitocina
en ratones hembra y su colocalizacion con vasopresina

En el presente estudio, usamos 12 hembras adultas de raton de la cepa cb1, que pro-
cesamos para la inmunohistoquimica de los péptidos como en el experimento anterior. Sin
embargo en esta ocasién hicimos una doble inmunofluorescencia ide oxitocina y vasopresina:
cada antigeno queda asociado a un fluoréforo, molécula que emitira fluorescencia en una lon-
gitud de onda (un color) especifica. La vasopresina quedd asociada al fluor6foro alexa fluor
(fluorescencia verde) y la oxitocina a rhodamine red (fluorescencia roja). Una vez concluida la
inmunofluorescencia, las secciones histoldgicas fueron montadas y cubiertas para su analisis
mediante microscopia confocal.

Resultados
Experimento 1. Factores promotores de la agresion maternal en ratones hembra

El objetivo de este experimento fue evaluar la contribucion del contacto con crias en la
expresion de agresion de tipo maternal. Comparamos el comportamiento agresivo frente a un
macho intruso de madres lactantes, comadres y virgenes inexpertas. Los resultados, recogi-
dos en la figura 1, indican que el grupo de madres lactantes ataca significativamente antes
(p<0,05; figura 1A), durante mas tiempo (p<0,001; figura 1B) y mas veces (p<0,001; figura 1C)
a los machos de lo que lo hacen las demas hembras. De hecho, los valores medios para el
numero y la duracion de los ataques en los grupos de comadres y virgenes son virtualmente
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nulos, indicativos de que ninguno de estos dos grupos presenta una conducta agresiva hacia
machos intrusos.
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Figura 1. Agresion maternal de madres lactantes, comadres y virgenes inexpertas. Representacion grafica
de los valores obtenidos (media + error estandar de la media) por madres lactantes (morado), comadres (verde),
hembras virgenes sensibilizadas (naranja, grupo no incluido en este articulo) y hembras virgenes sin contacto
con crias (blanco) en la latencia al primer ataque al intruso (A), la duracion total de los ataques (B) y el nimero
total de ataques (C). El test de Kruskal-Wallis revela que las madres lactantes atacaron a los machos intrusos
con una latencia sinificativamente menor y una duracién y nimero de ataques significativamente mayores
a los demas grupos experimentales, comadres y hembras virgenes sin contacto con crias, que muestran valores
virtualmente nulos de agresién

Experimento 2. Caracterizacion del patron central de respuesta a la prolactina
en ratones hembra y su variacion durante gestacion y lactancia

El analisis de la distribucion central de inmunorreactividad para pSTATS5 en hembras vir-
genes puso de manifiesto una variabilidad considerable en la presencia y extension de pSTATS
(ver figuras 2A 'y 2B), con patrones generalmente moderados pero inconstantes. Por el contra-
rio, las hembras gestantes (segunda mitad dela gestacion) muestran un patron especialmente
extenso y con una variabilidad interindividual practicamente nula. A su vez, el grupo de madres
lactantes presentd un patrén virtualmente idéntico e igual de estable que el hallado en el grupo
de gestacién tardia.

El patron de inmunorreactividad para pSTATS propio de la gestacion tardia y lactancia
engloba principalmente a centros subcorticales, amigdalinos, hipotalamicos, talamicos, me-
sencefalicos e incluso a algunos centros localizados en el tronco del encéfalo. Curiosamente,
la gran mayoria de estos centros es parte integrante del cerebro sociosexual (ver introduccién).
Entre ellos, algunos de los ejemplo mas destacados son el séptum, la amigdala medial y cen-
tral, el nucleo de la stria terminalis y su continuo con el area preéptica del hipotalamo (continuo
BSTV-MPO, ilustrado en la figura 2), el nucleo ventromedial hipotalamico o el area gris periacue-
ductal. Estos nucleos estan implicados de una u otra forma en la gestién del comportamiento
maternal.
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Figura 2. Diferencias en el patron de respuesta a prolactina en ratones hembra virgenes, gestantes y lactantes.
Patrén de inmunorreactividad para pSTATS en la regién del continuo BSTv-MPO, nodo del cerebro sociosexual
clave en la expresion del comportamiento maternal. Las figuras Ay B corresponden a 2 especimenes diferentes
del grupo de hembras virgenes, con un patron practicamente ausente (A) y un patrén moderado (B).

La figura C corresponde a una hembra en el periodo final de gestacién y revela un patréon denso y extenso
de cuerpos celulares marcados para pSTAT5. El patrén en hembras lactantes (D) es virtualmente
idéntico al anterior. Barras de escala: 200um

Experimento 3. Caracterizacion del patron central de expresion de oxitocina
en ratones hembra y su colocalizacion con vasopresina

El analisis de los cuerpos celulares positivos para estos neuropéptidos revelé su abun-
dancia en los principales nucleos neurosecretores del hipotalamo: el nucleo paraventricular
hipotalamico, el nucleo supradptico y el nucleo supraquiasmatico. Hallamos también una po-
blacion adicional de células oxitocina-positivas en la region comprendida entre el nucleo de la
stria terminalis (BST) y el nucleo predptico medial del hipotalamo (MPO), el continuo BSTv-MPO.
La co-localizacién de vasopresina y oxitocina esta practicamente restringida a esta poblacion
(figura 3), en donde dominan células con expresion elevada de oxitocina y escasa de vasopre-
sina.
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Figura 3. Coexpresion de oxitocina y vasopresina en la region del continuo BSTv — MPO. Fotomicrografias mostrando
el resultado de la inmunofluorescencia doble para oxitocina (rojo) y vasopresina (verde) en dos niveles diferentes
(a, b) de la region comprendida entre el aspecto ventral del nucleo de la stria terminalis (BSTv) y el nucleo
predptico medial del hipotalamo (MPO), conocida como el continuo BSTv-MPO. Los detalles enmarcados
ena,a’,a”yenbhb’, b’y b” muestran varios ejemplos de colocalizacion de oxitocina y vasopresina.

En el desarrollo de estos marcos (derecha), se muestra el canal que detecta la fluorescencia de oxitocina
(columna izquierda), el canal que detecta la fluorescencia de vasopresina (columna central) y la suma
de ambos canales (columna derecha), con los puntos de colocalizacion en una coloracién amarillenta (flechas).
Barras de escalaen ay b: 100 pm.

Con respecto a la distribucion de axones marcados, hallamos procesos inmunorreactivos
mayoritariamente en los hemisferios cerebrales y el hipotalamo, y excepcionalmente también
en algunos nucleos del mesencéfalo y tronco encefalico. La mayoria de estas terminaciones
presentaban inmunorreactividad para un Unico neuropéptido (oxitocina o vasopresina), con
la excepcién de dos conjuntos especificos donde hallamos colocalizacion, ubicados en el nu-
cleo central de la amigdala y el nucleo accumbens del estriado, respectivamente. Estas fibras
muestran un perfil muy similar al de los cuerpos celulares hallados en el continuo BSTv-MPO
antes descritos: niveles altos de oxitocina y bajos de vasopresina. Esta coincidencia sugie-
re que estas terminaciones se originarian en la poblacion vasopresinérgica/oxitocinérgica del
continuo BSTV-MPO.
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Discusidon y conclusiones
Experimento 1. Factores promotores de la agresion maternal en ratones hembra

El objetivo de nuestro primer experimento fue entender qué factores determinan la in-
duccion de la agresién maternal en hembras de raton (estimulos derivados de las crias o se-
nales hormonales). Para ello, generamos un modelo experimental muy util, las comadres. Las
comadres, al haber colaborado en el cuidado de las crias, han tenido acceso directo a todos
los estimulos generado por éstas, pero no han estado expuestas al entorno hormonal de la
gestacion y lactancia.

Nuestros resultados (ilustrados en la Figura 1) revelan que las comadres, si bien mues-
tran comportamientos de cuidad de las crias (no ilustrado), no se comportan de forma agresiva
frente a machos intrusos que si que suscitan conducta agresiva en madres lactantes. Los va-
lores medios de su latencia a atacar, la duracién y nimero de ataques a machos intrusos son,
de hecho, practicamente nulos e indistinguibles del grupo de virgenes inexpertas, el control
negativo del experimento. Por consiguiente, la potencial estimulacion ejercida por las crias no
es suficiente por si misma para activar una conducta agresiva. Debe, pues, acompafarse de
cambios endocrinos o neuroquimicos profundos en el cerebro sociosexual producidos en la
gestacion y/o la lactancia.

Experimento 2. Caracterizacion del patron central de respuesta a la prolactina
y Ssu variacion durante gestacion y lactancia

¢, Cuadles son, pues, los eventos endocrinos mas notables de este periodo? Uno de los
candidatos a los que dirigimos inmediatamente nuestra atencion fue la prolactina. Esta hormo-
na es bien conocida (y de hecho recibe su nombre) por su papel director del desarrollo de la
glandula mamaria y la produccion de leche. Pero sus funciones en el contexto de la maternidad
van mucho mas alla: la prolactina esta implicada en una multitud de procesos de adaptacion fi-
sioldgica a este periodo, entre los que se encuentra también la regulacion del cuidado maternal
(Grattan y cols., 2001). Existe evidencia sdlida en la rata de que la prolactina es directamente
responsable, actuando precisamente sobre el continuo BSTv-MPO, de la expresion del cuidado
maternal: la administracion focal de prolactina en esta region acelerar la maternizacién de
hembras virgenes pre-tratadas con progesterona y estradiol (Bridges y Ronsheim, 1990).

Estao sugiere que la prolactina ha de participar también en la gestién de la agresiéon
maternal. Nos propusimos, pues, caracterizar el impacto de esta hormona sobre el cerebro de
hembras gestante, en pleno proceso de maternizacion. Para este cometido, empleamos como
indicador la expresion de la proteina pSTAT5 (ver material y métodos). Hallamos un incremento
drastico de la inmunorreactividad para pSTAT5 (correlato de la accion de la prolactina) en mu-
chos centros del encéfalo de ratones hembra en el periodo final de su gestacién. Este incre-
mento es especialmente evidente en el cerebro sociosexual, afectando al continuo BSTv-MPO
(Figura 2) y a otros centros clave en la gestién del comportamiento maternal, de conductas
agresivas (septum, nucleo ventromedial hipotalamico; Lin y cols., 2011; Scotti, Lee, y Gammie,
2011) o defensivas (area gris periacueductal, Vianna y Brandao, 2003), o del componente
emocional de la conducta social (amigdala, Janak y Tye, 2015). Nuestros resultados confirman,
pues, el papel crucial de la prolactina en la maternizacién del cerebro y apoyan su participacion
en el desarrollo de la agresion maternal.
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Experimento 3. Caracterizacion del patron central de expresion de oxitocina
en ratones hembra y su colocalizacion con vasopresina

Otro elemento digno de estudio en este contexto son los nonapéptidos vasopresina y
oxitocina. Existe un vasto cuerpo de evidencia que relaciona estos neuropéptidos con toda
clase de comportamientos sociales y afiliativos (Donaldson y Young, 2008). De hecho, en ratas
se sabe que los circuitos cerebrales nonapeptidérgicos ejercen un papel clave en la agresion
maternal (Bosch, 2013). La informacion sobre estos péptidos de la que se dispone actualmente
en el ratdn es escasa y fragmentaria, por lo que nos propusimos caracterizar su distribucion y
colocalizacion en el encéfalo de ratones hembra, empleando para ello una inmunofluorescen-
cia doble.

Ademas de las principales poblaciones celulares neurosecretoras (localizadas en los nu-
cleos paraventricular hipotalamico, supradptico y supraquiasmatico), hallamos una poblacién
de células que coexpresa ambos neuropéptidos (oxitocina en mayor proporcién y vasopresina
en menor), y se localiza curiosamente en la region del continuo BSTv-MPO. Como antes avan-
zadbamos, el continuo BSTvV-MPO es un nodo clave en el circuito que regula el cuidado maternal,
hasta el punto de que en ratas, lesiones de este area suprimen por completo toda atencién a
las crias (Kalinichev, Rosenblatt, y Morrell, 2000). Por ello, creemos que estas células son las
responsables del efecto modulador de oxitocina y vasopresina en las conductas maternales.

En el analisis de los axonales inmunorreactivos, identificamos dos regiones cerebrales
donde los axones marcados presentaban un perfil similar de coexpresion (oxitocina en mayor
proporcion y vasopresina en menor) al de las células del continuo BSTv-MPO, sugiriendo que su
origen se encuentra precisamente en ésta poblacién nonapeptidérgica. Estas areas de proyec-
cion son el nucleo central de la amigdala y el nacleo accumbens del cuerpo estriado. La prime-
ra, como parte de la amigdala, esta implicada en la gestion de conductas con elevada carga
emocional, como pueden ser respuestas de miedo o ansiedad a estimulos amenazantes (Le-
Doux, lwata, Cicchetti, y Reis, 1988). La oxitocina estaria inhibiendo este tipo de respuestas,
haciendo a la madre capaz de afrontar la defensa de sus crias frente a amenazas importantes
(Bosch, 2013; Knobloch y cols., 2012). La segunda, el nucleo accumbens, forma parte de los
circuitos de la recompensa y seria responsable de atribuir un valor reforzante a las crias y, en
consecuencia, motivar a la madre a su cuidado (Numan y Woodside, 2010). Estos resultados
proporcionan un marco anatomico en el que estudiar las acciones de la oxitocina y vasopresina
sobre el comportamiento maternal. Nuestro siguiente paso en esta linea sera explorar posibles
cambios en la dinamica de vasopresina y oxitocina producidos en esta poblacién durante la
gestacion.

Conclusién general

Los trabajos presentados aqui exploran, desde multiples angulos, el sustrato biolégico
de la regulacion del comportamiento maternal, en particular de la agresién maternal. Hemos
comprobado que las sefiales hormonales y neuroquimicas son un factor clave en el desarrollo
del comportamiento maternal. En particular, la hormona prolactina y los neuropéptidos vaso-
presinay oxitocina tienen un papel destacado en el proceso. La primera ejerce una activacion a
gran escala del cerebro sociosexual al completo, las segundas parecen ser neurotransmisores
en circuitos implicados en la gestion del comportamiento maternal.

En el futuro, pretendemos caracterizar en detalle el papel de estos mediadores con la
perspectiva de lograr la manipulacién artificial de la agresién maternal.
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