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PRESENTACIO

Aquesta memoria recull el treball realitzat als departaments
de Biologia Funcional i Antropologia Fisica i de Biologia Cel-lular i
Parasitologia de la facultat de Ciéncies Biologiques sota la direccion
del Dr. Fernando Martinez Garcia i el Dr. Enrique Lanuza Navarro
entre els anys 2004 i 2008.

En aquest treball s’estudia el possible valor reforcant de les
feromones sexuals de mascle per a femelles de ratoli, aixi com els
sistemes sensorials responsables de la seua deteccion i les arees
neurals implicades en codificar aquestes propietats reforcants.

A la primera seccié s’ofereix una Introduccié General en la
qual exposem els antecedents existents a la bibliografia sobre la
comunicacién intraespecifica mediada per feromones i sobre els
estudis existents sobre el paper dels sistemes olfactiu principal i
olfactiu accessori en la deteccion de feromones, que senten les bases
del present treball. A més, presentem les dades prévies que versen
sobre la neuroanatomia del refor¢ a partir de les quals hem
desenvolupat la investigacién sobre les bases neurals del refor¢c per
feromones sexuals que es presenta en aquesta tesi.

A continuacio, s’assenyalen els Objectius de la present tesi.



Al Capitol 1 exposem el treball realitzat envers la implicacioé
dels sistemes Olfactiu Principal i Olfactiu Accessori en la detecci6 de
feromones.

Al Capitol 2 presentem els experiments portats a terme per
estudiar les propietats reforcants de les feromones sexuals.

Al Capitol 3 mostrem el treball fet per estudiar la via
anatomica responsable de codificar les propietats reforcants de les
feromones sexuals.

A continuacié, a la Discussié General es discuteixen de
manera conjunta els resultats obtinguts al llarg de la realitzaci6 de la
tesi.

Per finalitzar, s’apunten les Conclusions fonamentals
derivades del d’aquesta tesi i per ultim s’ofereix la Bibliografia
completa utilitzada per a la preparacié6 dels experiments i la

discussio6 dels resultats.



I.INTRODUCCIO

GENERAL



|.I QUE ES EL REFORC?

Alguns estimuls suposen una recompensa de manera innata per als
animals, de forma que la seua obtencié o consum produeix plaer i
estimula la motivacié per obtindre’ls. Com a consequéncia de
l'obtencié d’'un reforg, la conducta d'un animal es veu modelada o
modificada expressant-se de manera distinta en el futur. En altres
paraules, el reforc és un dels motors de ’aprenentatge.

El procés del reforc és complex i en ell es distingeixen diferents
components, que estan mediats per estructures cerebrals i
neurotransmissors distints i que poden veure’s alterats de manera
independent (veure Berridge i Robinson, 2003). D’una banda, el
fenomen del refor¢ té un component emocional o afectiu: 'estimul
recompensant te propietats hedoniques per a l'animal, és a dir, la
seua obtencié o consum produeix plaer (el que en anglés s’anomena
liking; Wyvell i Berridge, 2000). El plaer o hedodnia, com se’l sol
designar en la terminologia neurobiologica, en ser una reaccid
subjectiva, és dificil d’estudiar objectivament. No obstant, en els
ultims anys hi ha hagut un gran avanc en les investigacions sobre
I’hedonia degut a la identificaci6 de respostes motores innates
correlacionades amb el plaer, com soéon les expressions facials

induides per l'impacte hedonic de certs sabors tant en rates i ratolins



com en ximpanzés, orangutans, mones, i fins i tot humans (Steiner
et al., 2001; Berridge 2000).

D’altra banda, al refor¢c hom distingeix un component motivacional,
que té a veure amb el valor que l'animal li atribueix a l’estimul
reforcant com a objecte de desig, i que condiciona la motivacié per
aconseguir-lo, per portar a terme tasques o comportaments més o
menys feixugues conduents a l'obtencié d’aquest refor¢c (el que en
anglés s’anomena wanting; Wyvell i Berridge, 2000).

Per ultim, com ja hem dit, el refor¢ juga un paper clau en
laprenentatge. De manera genérica podem dir que l'obtenci6 de
recompenses modifica el comportament dels animals per tal
d’optimitzar les seues respostes futures. D’una banda, els estimuls
reforcants desencadenen aprenentatge associatiu del tipus estimul-
estimul. Aixi, pot donar-se una associacié entre l'estimul reforcant,
que actua com a estimul incondicionat, i els estimuls que
l'acompanyen i el prediuen i que poden actuar com a estimuls
condicionats. Aquesta associaci6 té com a conseqliéncia que
l'estimul condicionat induesca de manera secundaria, apresa, la
mateixa resposta que induia l’estimul incondicionat de manera
intrinseca (resposta incondicionada), esdevenint aixi un reforcant
condicionat. Aquest tipus d’associacions entre estimuls s’ajusta al
model d’aprenentatge Pavlovia. Al 1927, mentre estudiava el sistema

digestiu del gos, Pavlov va observar que un dels animals salivava



com a resposta al so d'una campana (que a priori no induia aquesta
reaccio) després que aquest so haguera estat associat a ’obtenci6 de
menjar, el que si constitueix una recompensa de manera innata i

produeix resposta de salivaci6 intrinsecament (Figura 1).

ESTIMUL INCONDICIONAT RESPOSTA INCONDICIONADA
Menjar Salivacio
ESTIMUL CONDICIONAT
So de la campana

Figura 1. Procés d’aprenentatge associatiu que hauria tingut lloc a I’experiment

de Pavlov.

Pero a més d’aquesta mena d’aprenentatge associatiu Pavlovia, els
estimuls reforcants indueixen altres tipus d’aprenentatge. Tal i com
va postular ja Thorndike al 1911 (veure Carlson 1991), en el que ell
anomena “la llei de ’efecte”, 'obtencié d’'una recompensa incrementa
la freqiiéncia i la intensitat del comportament especific que ha
resultat en aquesta gratificaci6. De la mateixa forma, quan l’accié
comporta consequiéncies negatives disminuira la taxa en que
realitzem aquells comportaments que han comportat aquest castig.
Aixi, lexperiéncia ens serveix per modificar els nostres

comportaments d’acord amb les seues conseqUiéncies, positives o



negatives. Es tracta d’un tipus d’aprenentatge associatiu en qué un
estimul és associat amb una resposta, el conegut com aprenentatge
associatiu instrumental o estimul-resposta.

Els experiments classics dels qué deriva gran part del coneixement
sobre aprenentatge instrumental sén els realitzats per Skinner als
anys '50. En aquests, els animals experimentals eren introduits en
una caixa, a la qual hi havia una palanca, la pressiéo de la qual
conduia a l’obtencié d'una recompensa. La pressi6 de la palanca per
part dels animals és, a priori, un comportament poc probable, pero
l'obtenci6 de lestimul reforcant en pressionar-la incrementa la
freqiiéncia i la intensitat en qué els animals el realitzen. Es a dir, que
l'obtenci6 de la recompensa reforca les connexions estimul-resposta,
i per tant augmenta la probabilitat que un comportament en principi
poc probable s’expresse (Skinner, 1953; veure Carlson 1911; Figura
2).

Per ultim, poden océrrer processos d’aprenentatge més complexos
d’aprenentatge lligats al procés del reforc, que inclouen multiples
relacions entre estimuls i accions, que inclouen representacions
espacials i temporals declaratives, i relacions predictives i causals
que guien els comportaments realitzats amb un objectiu concret (en

anglés goal-directed behaviours).



Capitol I: Introduccio General

Figura 2. Caixa d’Skinner. En aquesta caixa ’animal pot ser exposat a estimuls
de distintes naturaleses (luminosos, auditius) que poden ser associats a
l’obtencié de menjar o a experimentar una descarrega eléctrica a través de la
reixeta de la base. També hi ha una palanca, la pressiéo de la qual pot ser
reforcada positiva o negativament amb l’obtenci6 de menjar o amb una
descarrega eléctrica, respectivament. Modul per a comportament operant de

Panlab, Harvard Apparatus.

Aquest aprenentatge implica processos cognitius molt meés
complexos que l'associatiu (veure Berridge i Robinson, 2003).

En resum, el refor¢c és un fenomen complex, al qual podem distingir
tres components basics: l’hedonia (o el plaer), la motivacio i
l'aprenentatge, cadascun dels quals esta mitjancat per processos i

mecanismes cerebrals diferents.
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[.Il ANATOMIA DEL REFORC

Als experiments que es realitzen per a estudiar les vies del refor¢
generalment s’utilitza com a estimul reforcant menjar o liquids amb
sabor dol¢c. Els resultats d’aquests treballs donen un paper molt
important a la projeccié dopaminérgica des de l’area tegmental
ventral (ATV) fins el nucli accumbens en la codificaci6 del valor
recompensant d’aquests estimuls, com veurem en detall a

continuacio.

LII.I La hipotesi classica del reforc: Els experiments

d’autoestimulacio cerebral

En 1954 James Olds i Peter Milner (Olds i Milner, 1954) demostraren
que l’estimulacio eléctrica de certes regions del cervell podria resultar
gratificant. L’objectiu dels seus experiments era estudiar si
l'estimulacié eléctrica de determinades arees cerebrals podia influir
en l'aprenentatge. En una de les ocasions, pero, l’eléctrode va ser
implantat i en lloc d’obtenir les respostes d’aversi6 que sempre
obtenien cap a la zona en qué l'animal rebia la descarrega,
observaren que aquests “tornaven a per més”, com si aquesta
estimulaci6 els resultés plaent.

Intrigats per aquest resultat, Olds i Milner implantaren eléctrodes en

un grup gran de rates i els permeteren autoestimular-se



eléctricament el cervell en pressionar una palanca a una caixa de
test similar a la de la Figura 2. En aquest primer estudi Olds i Milner
(1954), arribaren a registrar taxes de resposta (pressio de la palanca)
de fins a 700 vegades per hora, la qual cosa demostrava que
l'estimulacié eléctrica és un refor¢c molt potent.

Als estudis realitzats a partir d’aci per Olds i els seus col-laboradors
ja es demostra que el comportament d'un animal pot ser reforcat
mitjancant l'estimulacié de diverses parts del cervell, incloent el
tubercle olfactiu, l'escorca prefrontal, el nucli accumbens, el nucli
caudat, el nucli putamen, diversos nuclis talamics, la formacio
reticular, I’'amigdala, l'area tegmental ventral, la substancia nigra, el
locus coeruleus i el tracte prosencefalic medial (MFB, de l’anglés
medial forebrain bundle; Olds i Fobes, 1981). De totes aquestes
regions, el substrat del refor¢ que més intensament s’ha estudiat,
tant per Olds i collaboradors com per altres investigadors, és el
MFB. El MFB és un conjunt de fibres entre les quals cursen vies
dopamineérgiques (Dahlstrom i Fuxe, 1964) que transcorren des del
cervell mig en direccidé anterior cap al prosencefal rostral. De totes
aquestes fibres, les que van des de I’ATV fins l’estriat, i en particular
al nucli accumbens (Olds i Fobes, 1981, Wise i Rompre, 1989),
semblen les més implicades en el refor¢c. Les neurones
dopamineérgiques de I’ATV també projecten, perd, sobre el septum,

certes regions del talem, I’amigdala i ’escorca prefrontal (Figura 3)



Via meso-limbo-cortical
@—> Via nigro-estriatal
Circuits locals

Figura 3. Els sistemes dopaminérgics s’originen principalment al tegment
mesencefalic. Podem distingir dues vies dopaminérgiques principals: la via nigro-
estriatal, que s’origina a la substancia nigra i projecta a ’estriat dorsal, i la via
meso-cortico-limbica, que s’origina en I’area tegmental ventral i acaba a I’estriat
ventral, septum, amigdala i escorca prefrontal, entre d’altres regions de
I’escorca. A més, existeixen nombroses neurones dopaminérgiques a I’hipotalem,
entre les quals destaquen les neurosecretores del nucli arquejat. Abreviatures:
Arc nucli arquejat; BO bulb olfactiu, ATV area tegmental ventral; Cpu nuclis
caudat i putamen; NAC nucli accumbens; Pir escorca piriforme;SC nucli
supraquiasmatic; SN substancia nigra; Tu tubercle olfactiu. Imatge modificada de

Carmen Agustin-Pavén, 2008.

Als primers estudis sobre mecanismes del refor¢ ja es va veure que
els efectes reforcants de l’estimulaci6 de la MFB so6n inhibits per
l'acci6 d’antagonistes de dopamina (Fouriezos i Wise, 1976;
Fouriezos et al., 1978; Zarevics i Setler, 1979; Franklin i McCoy,
1979; Gallistel et al., 1982; Gallistel i Karras, 1984; Gallistel i Freyd,
1987) i incrementats per l'acci6 d’agonistes de dopamina, com la

cocaina i les amfetamines (Wise, 1996), per la qual cosa ja molt



prompte comenca a atribuir-se-li un paper molt important a la
dopamina com a neurotransmissor del refor¢c. A més, les lesions del
tracte nigro-estriatal deixen els animals adipsics i afagics (Ungersted,
1971), i els neuroléptics (que antagonitzen 1’accié de la dopamina)
disminueixen el valor reforcant de les recompenses naturals (menjar)
en l'aprenentatge instrumental (Wise et al., 1978; Wise i Schwartz,
1981), el que suggeria que aquesta via era basica per al
manteniment del valor recompensant del menjar i 'aigua. Per tot
aixo, en 1989, Wise i Rompré proposaren la hipotesi classica sobre el
paper de la dopamina en ’hedonia, que postulava que l'alliberament
de dopamina a lestriat ventral, en particular al nucli accumbens,
des dels terminals tegmentals era la responsable del valor plaent o
gratificant dels estimuls. Aquesta hipotesi va ser reforcada per molts
estudis posteriors. Per exemple, l'observaci6 que la microinfusio
d’antagonistes del receptor de p-opioides en I'’ATV bloqueja la
induccié de l’alliberament de dopamina al nucli accumbens per la
ingesti6 de menjar (Di Chiara i Tanda, 1997) confirma que aquesta
era la via per la que es codificava el valor hedonic del menjar i
planteja la possibilitat que també siga la via per la qué es codifica el

valor hedonic d’altres reforcants naturals (Figura 4).



Recompenses naturals
(menjar, aigua, sexe)

Figura 4. La via tegmento-estriatal classica proposada per Wise i Rompre (1989)
segons al qual els distints estimuls gratificants estimularien l’alliberament de
dopamina des de ’area tegmental ventral (ATV) fins el nucli accumbens (NAC).
Modificat d’Spanagel i Weiss, 1999.

A més, la majoria de les drogues d’abus influeixen sobre la
neurotransmissié6 dopaminérgica (Wise i Hoffman, 1992; Wise,
1996b, Wise, 2002; Schultz, 2002). De fet, 'heroina i altres opiacis,
com la cocaina, les amfetamines i la nicotina originen increments en
la concentracié de dopamina a l’estriat ventral i ’escorca prefrontal,
la qual cosa sembla critica en el mecanisme d’addicci6 a drogues.

El fet que les drogues d’abus faciliten la transmissié dopamineérgica a
lestriat ventral, i en particular al nucli ’accumbens (Di Chiara i
Imperato, 1988; Pontieri et al., 1995; Koob, 1992; Figura 5), actuant
al propi estriat ventral o potenciant l’activitat de les neurones
tegmentals va ser un fet que també contribui a reforcar la hipotesi

classica de I’'hedonia de Wise i Rompré del 1989.
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Figura 5. Mecanismes d’accié de les drogues sobre les neurones dopaminérgiques
del sistema mesolimbic. Els opiacis i I’alcohol incrementen I’activitat
dopaminérgica de manera indirecta (A i B), mentre que la cocaina i les
amfetamines modulen l’acci6 de la dopamina estimulant l’alliberament o
inhibint el transportador de la dopamina (DAT; C). NAC: nucli accumbens, ATV:

area tegmental ventral. Modificat d’Spanagel i Weiss, 1999.

LILII La crisi de la hipotesi de I’hedonia

Els estudis realitzats durant els ultims anys sobre l'anatomia i la
fisiologia dels sistemes del refor¢c han aportat noves perspectives que
han qUestionat la hipodtesi classica de 1’hedonia de Wise i Rompré
(1989). D’una banda s’ha vist que les arees implicades en codificar
alguns dels aspectes relacionats amb els processos del reforc
inclouen no sols 'area tegmental ventral o el nucli accumbens, siné
també d’altres com el cortex prefrontal medial (Routtenberg i Sloan,
1972) i ’amigdala basolateral (Baxter i Murray, 2002). Aquests, sén
també nuclis importants en el circuit cerebral del reforc, ja que estan
connectats amb l'accumbens i I’AVT, i interconnectats entre ells

(Swanson, 1982; Martinez-Hernandez, 2008/9). A més, hi ha indicis



que altres regions de l’estriat ventral, a banda del nucli accumbens
sén centres del refor¢, com el tubercle olfactiu (Ikemoto, 2003).

D’altra banda, el paper de la dopamina com a neurotransmissor del
refor¢ s’esta formulant de nou. Els ultims treballs sobre la seua
implicacio en els processos de refor¢ indiquen que la dopamina no és
responsable de la senyalitzaci6 del valor hedonic dels estimuls, com
es creia, sin6 que, en canvi, el seu alliberament codifica altres
caracteristiques d’aquests tals com la seua novetat o rellevancia, o el
seu valor com a predictor d’un refor¢ imminent (veure Wise, 2005 i
Schultz, 2007). De fet, hi ha mecanismes de gratificacio, parcial o
totalment independents de la projecci6 tegmento-estriatal
dopamineérgica (veure Spanagel i Weiss, 1999; Berridge i Robinson,
2003). S‘ha vist que els ratolins mutants per a la tirosina hidroxilasa,
incapacos de produir dopamina, si s6n medicats amb cafeina, s6n
capacos d’aprendre una tasca en laberint per menjar (Robinson et

al., 2005).

.11l SEXE | REFORGC: ESTIMULS PER L’ATRACCIO

INTERSEXUAL

Com es pot concloure de tot el que hem discutit abans, la major part
dels estudis sobre els mecanismes de la gratificacié es basen en
estudis amb estimuls reforcants relacionats amb la ingesta

d’aliments (Lepore et al., 1995; Papp, 1988a i 1989; Papp et al.,



1991; Cheeta et al., 1994), la ingesti6o de liquids (Crowder i Hutto
1992a; Agmo et al., 1993; Perks i Clifton 1997), el sabor dol¢ (Kelley
i Berridge, 2002) o amb drogues addictives.

No obstant aixo hi ha un altre grup d’estimuls gratificants dels quals
es sap poc, perd que tenen una gran importancia per l’exit
reproductiu dels animals: els estimuls gratificants de caire sexual.
De fet, el sexe és clarament reforcant tant en mascles com en
femelles (Meissel i Jopa 1994; Meisel et al., 1996; Paredes i Vazquez
1999; Mehrara i Baum 1990; Miller i Baum 1987; Agmo i Berenfel,
1990; Agmo i Gomez, 1993). Estudiar els mecanismes d’aquesta
mena de refor¢c seria interessant perqué permetria reavaluar les
hipotesis prévies sobre la neurobiologia del reforc.

En el context de la reproducci6 sexual, la tria de parella constitueix
un pas clau per a l’éxit. En les interaccions preévies al comportament
sexual en si, els animals han d’obtenir la informacié necessaria per
tal d’escollir la parella adequada. Els mascles han de ser capacos
d’identificar si una femella pertany a la seua espécie, si és
efectivament una femella, si és fertil i receptiva i si s’ha reproduit
préviament amb un competidor. Les femelles, a més, han de ser
capaces d’esbrinar la qualitat del mascle com a tal, el que vol dir,
quin és el seu estatus de dominancia.

Una vegada detectada una parella adequada, resulta raonable

pensar que a continuacié lindividu tracte d’aproximar-se a aquesta.



Aixi els senyals implicats en la interaccié entre congéneres podrien
ser atractius i suposar una gratificacio, per tal d’afavorir
l'aproximacio6 de la possible parella sexual. Per tant, aquests estimuls
tindrien un valor afectiu i motivacional que tindria com a funcié
reforcar el comportament d’aproximacié i interacci6 de la parella
sexual.

Segons les especies, els estimuls implicats en la comunicaci6
intersexual, i que podrien tenir valor reforcant, sén de diferents
naturaleses. En mamifers i aus aquests estimuls soén
fonamentalment de caracter visual o auditiu, pero en altres espécies,
com és el cas dels rosegadors, la comunicaci6 intraespecifica es basa
fonamentalment en senyals quimics.

Aixi, algunes de les substancies quimiques que els rosegadors
alliberen al medi s6n percebudes per altres individus de la mateixa
espécie als queé originen una resposta, ja siga de naturalesa
neuroendocrina 0 comportamental. Aquestes substancies
s’anomenen feromones (Karlson i Luscher, 1959), i aquelles
implicades en la comunicacié6 en el context de la reproduccio
s’anomenen feromones sexuals.

La primera feromona sexual identificada va ser el bombikol (Hecker i
Butenandt, 1984), una substancia alliberada per les femelles de les
papallones de la seda (Bombyx mori), que constitueix un poderés

atraient sexual per als mascles. Aquesta feromona (i potser d’altres)



podria tenir valor reforcant per als mascles de papallona de la seda,
de manera que la seua detecci6 assegurara que el mascle es dirigira
cap a la femella.

Donat que els rosegadors s6n animals macrosmatics, sembla
raonable que als mateixos, l'atracci6 sexual es puga basar en
feromones sexuals. Si aixi fora, les feromones sexuals podrien ser els
estimuls reforcants de caire sexual que permetrien estudiar els
mecanismes cerebrals del refor¢c utilitzant un estimul de distinta
naturalesa als queé s’utilitzen habitualment.

Avui en dia, pero, no hi ha consens sobre la existéncia de feromones
sexuals en mamifers, ni tan sols en rosegadors (per a una revisio

veure Martinez-Garcia et al., 2008).

|.IV FEROMONES SEXUALS EN MAMIFERS:

REALITAT O FANTASIA?

LIV.I Es aplicable el concepte de feromona per al cas

dels mamifers?

El concepte de feromona ha atret la imaginaci6 de molts cientifics, i
ha originat gran quantitat d’estudis sobre comunicacié
intraespecifica mitjancada per senyals quimics en mamifers. De fet,
hi ha una bibliografia extensa sobre caracteritzacié de substancies a

les qué sells atribueix valor feromonal i de comportaments



locurréncia dels quals sembla deguda a la deteccié de substancies
quimiques en mamifers. Perd d’altra banda, també hi ha autors que
consideren que donada la complexitat del seu sistema nervios i del
seu comportament, és una simplificacié molt greu pensar que el
comportament dels mamifers respon a un esquema estimul-resposta
tal i com ocorre als insectes, i que per tant és incorrecte extrapolar el
concepte de feromona directament d’insectes a mamifers. Aquests
autors consideren, per tant, que en el cas d’existir en mamifers, les
feromones tindrien, com a molt, un efecte modificador del
comportament (Bronson, 1976).

Com ja hem exposat préviament, el concepte de feromona va ser
establert per Karlson i Luscher al 1939 per a definir aquelles
substancies que so6n secretades a lexterior per un individu i
percebudes per un altre individu de la mateixa espécie en el que
provoquen una reaccié definida, estereotipada, ja es tracte dun
comportament o d’un procés neuroendocri. Aquesta definicié implica
que la resposta que ha d’induir una feromona ha de ser innata, no
apresa. Per tant, per poder afirmar que una substancia és una
feromona s’ha de comprovar que la reacci6 que genera no es deu a
experiéncia previa.

Aixi, lexperiéncia durant l'edat adulta pot modificar els
comportaments induits per olors, i fins i tot les preferéncies sexuals

(veure Martinez-Garcia et al., 2008). Un exemple és la preferéncia



adquirida pels mascles cap a olors de femelles en estre com a
resultat de 'experiéncia amb aquestes ja en estat adult (Carr et al.,
1965; Doty i Dunbar, 1974; Le Magnen, 1951; Lydell i Doty, 1972).
Aquestes preferéncies secundaries es poden adquirir, també, cap a
olors artificials. Per exemple, Kippin i Pfaus (2001a) demostraren
que els mascles de rata ejaculen més freqiuentment amb femelles
impregnades amb una olor (extracte d’ametla) amb la qué havien
estat impregnades femelles amb les qué se’ls havia deixat reproduir-
se préviament.

En conclusié, totes aquestes dades posen de manifest que hi ha
substancies quimiques que indueixen una resposta apresa en els
individus (perque el significat de la substancia ha estat aprés per
mitja de l'experiéncia) i que, per tant, no podrien ser qualificades
com a feromones. Perd aquests resultats no sén suficients per
descartar lexisténcia de senyals que induesquen respostes
estereotipades de manera innata (feromones) en mamifers. Més bé
fan patent la necessitat de comprovar l’experiéncia dels animals amb
lestimul que s’estudia o amb altres que podrien modificar el
comportament dels animals, per poder assegurar que determinada
substancia és una feromona.

A banda, certes substancies que s’han qualificat de feromones
semblen no ser les Gniques que produeixen l’efecte feromonal o, fins i

tot, no ser imprescindibles per produir aquest efecte. Un exemple és



la copulina, una “feromona” continguda en les secrecions vaginals de
femella del mico rhesus (Macacus rhesus) i1 que indueix
comportament copulatori en mascles (Michael i Keverne, 1968,
1970b). En estudis posteriors s’observa que l’eliminaci6 total dels
bulbs olfactius no abolia el comportament sexual, per tant, aquest
senyal, si contribuia a qué es donara el comportament sexual, no
semblava imprescindible, incomplint per tant, la definici6 de
feromona.

En conclusio, actualment existeix un debat sobre si el terme
feromona és aplicable per als mamifers i, en cas que ho fora, sobre
quina seria la definici6 exacta del terme feromona, els requisits que
hauria de complir una substancia per poder qualificar-la com a tal.
Alguns autors consideren que els comportaments dels mamifers sén
massa complexes per poder explicar-los seguint un esquema similar
al que s’aplica per als insectes. En qualsevol cas, el qué es pot deduir
de totes les dades presentades en aquest punt és que per poder
qualificar de feromona wuna determinada substancia cal tenir
controlats multitud de parametres. Entre tots aquests parametres,
l'experiéncia prévia de l’animal amb la possible feromona, o amb
altres estimuls que també puguen modificar la seua conducta, és de
vital rellevancia, tant ’experiéncia prenatal i neonatal com la qué té

lloc durant ’edat adulta.



LIV.II El cas de les feromones sexuals de mascle

Durant els ultims anys, al nostre grup hem estudiat la resposta de
les femelles de ratoli de la soca CD-1 als senyals quimics continguts
en la borumballa de mascles en diferents situacions experimentals.
Els resultats dels nostres experiments demostren que les femelles de
ratoli manifesten una preferéncia per explorar la borumballa
embrutada per mascles front a la borumballa neta (Martinez-Ricos et
al., 2007) i front a 'embrutada per altres femelles (Moncho-Bogani et
al., 2002) o per mascles castrats (Martinez-Ricos et al., 2007). Les
femelles que utilitzem als nostres experiments sén el qué anomenem
femelles quimicament verges, és a dir, que mai han estat en contacte
amb senyals quimics procedents de mascles adults. Podem deduir
doncs que la resposta que manifesten cap als senyals de mascles
contingudes en la borumballa embrutada per aquests als qué son
exposades és innata, no apresa, no es deu a cap experiéncia prévia.
Per tant, el comportament de preferéncia especificament induit per
senyals de mascle que observem als nostres tests és una resposta
estereotipada innata, genéticament preprogramada.

A més, els nostres resultats indiquen que els senyals cap als queé les
femelles de ratoli es senten innatament atretes son de naturalesa no
volatil, ja que les femelles solament manifesten aquesta preferéncia
quan poden fer contacte directe amb la borumballa, perdo no quan

aquest es evitat mitjancant una plataforma perforada que solament



permet la detecci6 dels volatils que emanen d’ella (Moncho-Bogani et
al., 2002). Aix6 ens permet aventurar que aquestes feromones son
detectades pel sistema vomeronasal, ja que, d’acord amb Wysocki et
al. (1980), durant el comportament exploratori els components de
baixa volatilitat (com la rodamina) no arriben a 1’epiteli olfactiu, pero
poden entrar a ’'OVN, probablement mitjancant mecanismes actius
de bombeig (el conegut com vomeronasal pumping, un mecanisme de
bombeig vascular controlat autondémicament i que permet
transportar els estimuls fins els receptors; Meredith et al., 1980). De
fet, I’exposici6é a borumballa embrutada per mascles activa el sistema
vomeronasal (Moncho-Bogani et al., 2005). A més a més, el nostre
treball també ha mostrat que malgrat que les femelles no prefereixen
els volatils emanats de la borumballa embrutada per mascles de
manera innata, aquests volatils poden adquirir propietats atractives
de manera secundaria si les femelles sén exposades als volatils i als
no volatils de manera conjunta durant una série de sessions a les
queé anomenen sessions d’aprenentatge. Aquests resultats ens han
portat a proposar la hipotesi que durant aquestes exposicions
repetides a la borumballa embrutada per mascles, té lloc una
associaci6 pavloviana entre els senyals masculins innatament
atractius, i probablement detectats per I'OVN, (que constituirien un
estimul incondicionat) i els volatils, probablement detectats per

lepiteli olfactiu, (que constituirien un estimul condicionat (Moncho-



Bogani et al. 2002). Segons aquesta hipotesi, aquests senyals no
volatils de mascle, tindrien propietats reforcants, la qual cosa, tal i
com hem exposat al punt L.I.I, explicaria com un estimul no volatil, i
que per tant no pot ser detectat des de la distancia, resultara
atractiu.

Per tot aixo0, el nostre treball en conjunt, suggereix que, en el ratoli,
el comportament de preferéncia/exploracié de senyals de mascle es
deu a la preséncia en aquestes marques de feromones no volatils,
probablement detectades per 'OVN, i que molt possiblement tindrien
propietats reforcants per a les femelles. Es tractaria dun cas
inequivoc d’un comportament desencadenat per feromones en

mamifers.

.V . PAPER DELS SISTEMES OLFACTIU |
VOMERONASAL EN LA DETECCIO DE FEROMONES

La majoria dels tetrapods (Eisthen, 1997; Scalia i Winans, 1975),
inclosos els rosegadors, tenen dos sistemes sensorials (olfactiu
principal i olfactiu accessori o sistema vomeronasal) de
caracteristiques i anatomia sensiblement distintes. L’60rgan sensorial
del sistema olfactiu principal és la mucosa o epiteli olfactiu (EO),

mentre que el del sistema olfactiu accessori és ’0rgan vomeronasal

(OVN) o organ de Jacobson (Figura ©). Les projeccions de 'EO i



Capitol I: Introduccio General

I'OVN al sistema nerviés central acaben en regions semblants pero

diferenciades del cervell, els anomenats bulb olfactiu principal (BOP),

i bulb olfactiu accessori (BOA), respectivament; Figura 6).

Figura 6. Talls histologics de I’epiteli olfactiu (A) i de I’6rgan vomeronasal o de
Jacobson de la sargantana Podarcis hispanica (B). L’epiteli olfactiu esta obert a
les cavitats nasal i bucal i les olors accedeixen a ell durant la respiracié. L’organ
vomeronasal és un sac tancat que en réptils s’obri a la cavitat bucal (fletxa). Les
sargantanes introdueixen I’estimul amb la llengua bifida mitjancant moviments
caracteristics de la llengua (tongue-flick, en anglés). Altres vertebrats posseeixen
mecanismes diferents d’introduccié de les olors vomeronasals fins 1’6rgan
sensorial. C. Tall sagital d’un bulb de ratoli al qué es distingeixen la regi6é que rep
projeccions des de I’EO, el bulb olfactiu principal (BOP) i la qué rep les
projeccions des de I’6rgan vomeronasal, el bulb olfactiu accessori (BOA), que a la

seua vegada presenta una regié anterior (BOAa) i una posterior (BOAp).
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Per la seua banda, els bulbs olfactius principal i accessori innerven
regions distintes dels hemisferis cerebrals (LeGross Clark i Meyer,
1947; Adey, 1953; Scalia, 1966; Winans i Scalia 1970; Raisman,
1972; Price, 1973; Devon, 1976; Skeen i Hall, 1977; David et al.,
1978; Turner et al., 1978; Turner i Mishkin, 1976, Kosel et al., 1981;
Meyer, 1981; Shammah-Lagnado i Negrao, 1981; Martinez-Garcia et
al., 1991; Shipley et al., 2004; Martinez-Marcos i Halpern, 2006; Pro-
sistiaga et al, 2007). El BOP projecta al nucli olfactiu anterior (AOL),
a les escorces piriforme (Pir) i entorrinal (Ent), al tubercle olfactiu
(Tu), a 'amigdala cortical anterior (CoAa) i posterolateral (CoApl) i a
les arees de transici6 cortico-amigdalina (CxA). D’altra banda, el BOA
projecta a l'amigdala cortical posteromedial (CoApm) i a 'amigdala
medial (MeA), que a la vegada projecten sobre la divisid
posteromedial del nucli de la stria terminalis (BST). Recentment el
grup del Dr. Martinez-Marcos ha ampliat aquesta descripci6 classica,
mostrant convergéncia de les projeccions olfactives i vomeronasal a
diferents nuclis de 'amigdala (Pro-Sistiaga et al., 2007).

Malgrat que per tot aixd sembla prou clar que els sistemes olfactiu i
vomeronasal son distints i tenen caracteristiques peculiars, avui en
dia encara es manté el debat sobre quina seria la funcié de cadascun
dells en la detecci6 de feromones, i si el seu paper seria
complementari o redundant (Brennan i Zufal., 2006; Kelliher et al.,

2006; Restrepo et al., 2004; Zufall i Leiders-Zufall, 2007; Martinez-



Garcia et al., 2008). El suposit més estés és que el sistema
vomeronasal processa senyals implicats en la comunicaci6
intraespecifica, és a dir, feromones i, per tant, el seu paper seria
mitjancar reaccions fisiologiques o comportamentals estereotipades
en resposta a aquestes feromones. En canvi, el sistema olfactiu
principal detectaria olors més generals que informarien els animals
sobre l’entorn (veure Martinez-Garcia et al., 2008). Perd treballs
recents questionen la veracitat d’aquesta dicotomia. Per exemple,
s’ha vist que l’drgan vomeronasal detecta substancies sense valor
feromonal (Sam et al., 2001), i que algunes neurones olfactives
expressen receptors olfactius detecten de manera especifica
molécules implicades en la comunicacié intraespecifica, com és el
cas de la feromona mamaria (Hudson i Distel, 1986; Schaal et al.,
2003), que és detectada per lepiteli olfactiu dels conills recent
nascuts i indueix la cerca del mugr6é. També s’ha vist que les
neurones de la mucosa olfactiva del ratoli responen de manera
especifica a volatils de l'orina de possibles predadors que originen
reaccions innates (Kobayakawa et al., 2007), i a una molécula,
IMTMT ((methylthiol)metanethial) present en l’orina de mascle (Lin et
al., 2005), el qué suggereix que son detectades per receptors
especifics.

En conclusi6, els treballs més recents questionen la visié classica

sobre la funci6 dels sistemes olfactiu i vomeronasal, i mostren que



ambdoés sistemes estan implicats en la comunicacié intraespecifica.
Ara bé, continua no estant clar si les seues funcions en la deteccio
de feromones se solaparien o si, pel contrari, serien

complementaries.



OBJECTIUS



Objectius de la tesi

Estudiar a les femelles de ratoli, si les feromones sexuals
masculines atractives contingudes a la borumballa
embrutada per mascles sén detectades per I'6rgan
vomeronasal o, pel contrari, constituixen un estimul olfactiu.
Comprovar igualment, si l’atracci6 induida per volatils de
mascle depen de la integritat del sistema vomeronasal.
Comprovar si aquestes feromones tenen propietats reforcants
per a les femelles de ratoli, és a dir, si es poden utilitzar com
a premi per reforcar comportaments.

Aprofundir en l'estudi de la via anatomica que mitjanca les
propietats reforcants de les feromones sexuals. En concret,
estudiarem mitjancant l’analisi de l'expressié del proto-
oncogen c-fos, si les vies que connecten el cortex vomeronasal
de 'amigdala amb l'estriat ventral s6n activades a les femelles
de ratoli com a consequéncia de l’exploracié6 de borumballa

embrutada per mascles.



1. CAPITOL 1:

Paper del Sistema
Vomeronasal en
I’atraccio intersexual en

femelles de ratoli.



1.1 INTRODUCCIO

El comportament socio-sexual dels rosegadors es Dbasa
fonamentalment en senyals quimics. Els mascles i les femelles
assenyalen el territori amb marques d’orina (Hurst i Beynon, 2004),
fluids vaginals o altres secrecions (Petrulis i Johnston, 1997) per
anunciar-se front als seus competidors, perd també per tal de
comunicar-se amb possibles parelles sexuals (Hurst i Beynon, 2004).
Les marques contenen diferents molécules que poden actuar
conjunta o separadament com a senyals quimics implicats en la
comunicacié intraespecifica. Aquestes molécules inclouen lipocalines
(Cavaggioni et al., 2000), com sén les proteines principals de 1’orina
del ratoli (Major Urinary Proteins, MUPs; Cheetham et al., 2007;
Stopka et al., 2007), les globulines alpha 2u de l'orina de les rates
(Beynon i Hurst, 2004) o l’'afrodisina del fluid vaginal de les femelles
de hamster (Birand et al., 2004). També poden incloure altres
proteines d’elevat pes molecular secretades per glandules exocrines
(per exemple les glandules del llagrimall; Kimoto et al., 2005), aixi
com oligopéptids com sén aquells associats al complex principal
d’histocompatibilitat del tipus 1 ( MHC I; Boehm i Zufall, 2006). A
més, les marques deixades pels rosegadors contenen volatils de
naturalesa lipidica que probablement estan lligats a les lipocalines

(Sharrow et al., 2002). Per tant, els senyals quimics utilitzats en la



comunicacié intraespecifica poden ser combinacions de molécules
altament volatils i moderadament volatils, i d’altres involatils.

La major part dels vertebrats terrestres presenten dos organs per a la
deteccio de substancies quimiques de ’entorn, l’epiteli olfactiu (EO) i
I'6rgan vomeronasal (OVN) o organ de Jacobson (Jacobson, 1811;
Halpern i Martinez-Marcos, 2003).

Com ja hem vist a la introducci6é general, 'EO i 'OVN projecten a
regions distintes del bulb olfactiu, conegudes respectivament com
bulb olfactiu principal (BOP;) i bulb olfactiu accessori (BOA;), que tot
i mostrar una organitzacié semblant tenen projeccions centrals molt
diferents (Figura 7; LeGross Clark i Meyer, 1947; Adey, 1953; Scalia,
1966; Winans i Scalia 1970; Raisman, 1972; Price, 1973; Devon,
1976; Skeen i Hall, 1977; David et al., 1978; Turner et al., 1978;
Turner i Mishkin, 1976, Kosel et al., 1981; Meyer, 1981; Shammah-
Lagnado i Negrao, 1981; Martinez-Garcia et al., 1991; Shipley et al.,
2004; Martinez-Marcos i Halpern, 2006; Pro-sistiaga et al, 2007). En
mamifers, les neurones mitrals del BOP projecten al nucli olfactiu
anterior (AOL), les escorces piriforme (Pir) i entorrinal (Ent), al
tubercle olfactiu (Tu), a l’amigdala cortical anterior (CoAa) i
posterolateral (CoApl) i a les arees de transicié cortico-amigdalina
(CxA). Per la seua part, el BOA projecta a l'amigdala cortical
posteromedial (CoApm), i a 'amigdala medial (MeA), que projecten

sobre la divisi6 posteromedial del nucli de la stria terminalis (BST). A



la seua vegada, el CoApm projecta sobre els illots de Calleja (ICj), al
Tubercle Olfactiu (Tu), a parts de ’escorca del nucli accumbens (NAC

shell, en anglés) i del palid ventral.

Sistema olfactiu Sistema vomeronasal

Epiteli olfactiu Organ vomeronasal

4TU Tus
Icj»—"
Soa?
NAC shell

\ oo
v CoAp

Figura 7. Visi6 ventral de I’encéfal de ratoli al qué es representen les vies
olfactives (esquerra) i vomeronasals (dreta). AOL (nucli olfactiu anterior); Tu
(tubercle olfaciu); Cxa (area de transicié6 corticoamigdalina); Pir (Escorca
piriforme); Ent (Escorca entorrinal medial); ICj (illots de Calleja), NAC shell
(escorca del nucli accumbens); CoAa (amigadala cortical anterior); CoApl
(amigdala cortical posterolateral); CoApm (amigdala cortical posteromedial); MeA

(amigdala medial); BST (nucli de la stria terminalis).



Es tendeix a pensar que el sistema vomeronasal (Figura 8) esta
dedicat a la deteccié de feromones, és a dir, al processat de senyals
implicats en la comunicaci6é intraespecifica, el que donaria lloc a
respostes fisiologiques o comportamentals estereotipades, mentre
que el sistema olfactiu principal detectaria olors més generals que

informarien els animals sobre 1’entorn.
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Figura 8. A: Esquema de 1’0rgan vomeronasal (OVN) al qué s’observa la seua
forma tubular caracteristica i les dues poblacions cellulars que el formen: la
luminal, composada per neurones que expressen receptors de tipus 1 (VR1)
asssociats a la proteina Gi2a, i la capa basal, formada per neurones que
expressen receptors de tipus 2 (V2R), associats a proteina Goda. En B es mostra la
localitzaci6 i estructura dels bulb olfactiu accessori (BOA) en un esquema (dalt) i
una imtage (baix) d’una seccio sagital de ’encéfal del ratoli. Hom pot apreciar
que, a diferéncia del bulb olfactiu principal (BOP) que l’envolta, el BOA és
heterogeni i es troba dividit en dues porcions, la anterior (BOAa) i la posterior
(BOAp), que reben projeccions especifiques de les dues poblacions de neurones
vomeronasals (fletxes de A a B). Abreviatures: gl capa glomerular, gr capa

granular, M capa de cél-lules mitrals.



No obstant, les dades experimentals disponibles indiquen que, d’'una
banda l’0rgan vomeronasal pot detectar substancies sense valor
feromonal (Sam et al., 2001), i d’altra banda algunes feromones sé6n
detectades per ’EO. Aquest és el cas de la feromona mamaria que
origina atraccié i recerca del mugro en cadells de conill (Hudson i
Distel., 1986, Schaal et al., 2003).

Per tant, el papers que juguen el sistema olfactiu principal i el
sistema vomeronasal en la comunicaci6é intraespecifica roman un
debat obert. De fet, hi ha molts estudis que han explorat el rol dels
dos sistemes en el comportament sexual del ratoli, perd els resultats
d’aquests treballs resulten parcialment contradictoris. Alguns d’ells
indiquen que I'OVN és necessari per a la detecci6 de possibles
parelles sexuals, de manera que la seua eliminacié quirurgica tant
en femelles (Keller et al., 2006a) com en mascles de ratoli (Clancy et
al., 1984), afecta el comportament sexual, i a d’altres comportaments
precopulatoris com les vocalitzacions ultrasoniques dels mascles cap
a les femelles (Wysocki et al., 1982). Pel contrari, tant els mascles
(Leypold et al., 2002; Stowers et al., 2002), com les femelles (Kimchi
et al., 2007) amb delecions genomiques del canal ionic TRPC2, del
que depén en gran mesura la traduccié sensorial a les céllules
vomeronasals, mostren un comportament de munta cap a
conespecifics incrementat, independentment de quin siga el génere

d’aquests, aixi com un comportament agressiu (mascle-mascle)



substancialment reduit. Aquests resultats suggereixen que el VNO és
responsable de la discriminacié de génere i, per tant, de molts dels
comportaments especifics de génere. Malgrat aixo, la raé per la qual
les lesions quirturgiques de I'OVN disminueixen el comportament
sexual, mentre que les “lesions” genomiques de la funcio
vomeronasal I'incrementen continua sent dificil d’explicar. En aquest
sentit, s’ha suggerit que l’eliminacié fisica de 1’6rgan vomeronasal
podria resultar en una oclusié de la cavitat nasal (Kimchi et al.,
2007), i, per tant, els déficits comportamentals observats en animals
amb I'OVN lesionat serien en realitat conseqiiéncia de que tant la
funci6 vomeronasal com l’olfactiva en resultaren disminuides pel
procediment quirurgic.

En ratolins i altres rosegadors, l'atraccié intersexual mitjancada per
feromones és, probablement, un pas clau en la deteccié de possibles
parelles sexuals. De fet, els mascles prefereixen els senyals de
femella front als d’altres mascles (Pankevick et al., 2004), i viceversa
(Moncho-bogani et al., 2002). No obstant, encara no esta gens clar si
aquests senyals que resulten atractius sén detectats pel sistema
vomeronasal o per l'olfactiu. Alguns autors indiquen que les lesions
de ’OVN resulten en la pérdua de l'atraccié cap a senyals no volatils
(la deteccié dels quals requereix del contacte directe amb la font del
senyal) de conespecifics del génere contrari (Pankevich et al, 2004;

Keller et al.,, 2006a). Ac¢o suggereix que latraccidé intersexual



mitjancada per feromones depén de senyals detectades a través de
I’'OVN, i que el sistema olfactiu principal jugaria un paper menor en
aquest procés, donat que quan el contacte directe té lloc, els estimuls
olfactius de segur que son detectats. D’acord amb aco, utilitzant
tests de preferéncia, el nostre grup ha mostrat que les femelles
“quimicament verges”, que no han tingut cap experiéncia amb
senyals de mascle adult, mostren una preferéncia clara per explorar
borumballa embrutada per mascles front a borumballa embrutada
per altres femelles (Moncho-Bogani et al., 2002) o per mascles
castrats (Martinez-Ricos et al., 2007; veure Capitol 2). En canvi,
aquesta atraccié (que és independent dels nivells d’esteroides sexuals
de les femelles, Moncho-Bogani et al., 2004) no s’observa quan les
femelles exploren la borumballa a través d’'una plataforma de
metacrilat foradada, de manera que solament tenen accés als volatils
emanats per la borumballa. Aixo suggereix que els volatils detectats
per l’epiteli olfactiu (Moncho-Bogani et al., 2005) no s6n atractius per
a les femelles quimicament verges, malgrat que poden esdevenir
secundariament atractius després de laprenentatge induit per
l'exposicié repetida a la borumballa (permetent el contacte amb la
mateixa; Moncho-Bogani et al., 2002; 2005). Una situacié semblant
s’ha trobat en mascles de ratoli. Aixi, els mascles sén atrets cap a
l'orina de femelles (Pankevich et al., 2004) i les lesions de I'OVN

anullen totalment aquesta atracci6 independentment de si el



contacte amb l'orina es permet o no, el que suggereix que les
feromones no volatils detectades per 'OVN sén responsables de
I’atracci6 dels mascles cap a les femelles.

Malgrat aquestes evidéncies, hi ha altres resultats que semblen
contradir-les. Aixi, Keller et al (2006a) han mostrat que tant les
femelles amb I'OVN lesionat com les femelles amb I'OVN intacte
mostren atraccié cap a volatils de mascle, mentre que la destrucci6
de l’epiteli olfactiu suprimeix l'atraccié cap a senyals tant volatils
com no volatils (Keller et al., 2006b). Aquests resultats suggereixen
que els volatils detectats per l’epiteli olfactiu podrien ser essencials
per a l’atraccié intersexual. D’altra banda, hom ha demostrat que
alguns volatils que estan presents en l'orina de mascle estimulen les
neurones vomeronasals in vitro (Leinders-Zufall et al., 2000) i que
son atractius per a femelles de ratoli (veure Dulac i Torello, 2003), el
que sembla indicar que els volatils detectats per 'OVN podrien
mitjancar ’atraccié de les femelles cap a senyals de mascle.

En aquest capitol presentem tres experiments que hem realitzat
utilitzant femelles “quimicament verges” amb la intencié de clarificar
aquest tema. En el primer experiment, hem analitzat l’efecte de la
lesi6 bilateral del bulb olfactiu accessori (BOA) sobre l’exploracio
preferent de les femelles quimicament verges cap a la borumballa
embrutada per mascles, en tests de preferéncia on l’enfrontem amb

borumballa embrutada per mascles castrats, i als quals les femelles



tenen accés directe a la borumballa. En lesionar el BOA en lloc de
I’OVN, estem segurs que els efectes de la lesié no poden ser atribuits
a l'oclusi6 de la cavitat nasal.

Al segon experiment, estudiarem l’efecte de la lesi6 sobre ’atracci6 de
les femelles cap a volatils de mascle, abans i després de 1’experiéncia
amb senyals de mascle. Aquest experiment es dissenya per
reexaminar el paper de l'epiteli olfactiu en la deteccié dels senyals
que resulten innatament atractius per a femelles, aixi com per tal
d’analitzar si el sistema vomeronasal esta implicat en l'adquisicié de
l'atraccié cap a volatils de mascle demostrada en estudis previs del
nostre grup (Moncho-Bogani et al., 2002; 2005). Finalment, al tercer
experiment, utilitzem un test d’habituacié-deshabituacié6 per a
estudiar si les femelles amb el BOA lesionat sén capaces de detectar
les olors de mascle i discriminar-les d’altres olors, descartant aixi
que els efectes de la lesié del BOA siguen atribuibles a una afectacio
de la funci6 olfactiva com argumentava Kimchi et al (2007) per
justificar els resultats d’alguns treballs basats en lesions de l'60rgan

vomeronasal.



1.2 MATERIAL | METODES | RESULTATS

1.2.1 Generalitats dels Experiments 1i2

1.2.1.1 Disseny experimental

Els tests de preferéncia o d'eleccid simple

Als experiments que conformen aquest capitol, realitzem una série de
tests d’eleccié simple entre dos estimuls (two-choice tests), que
anomenarem tests de preferéncia per facilitar la lectura. Aquests
tests reben aquest nom perque els animals tenen accés a dos
estimuls distints simultaniament entre els qué poden triar. Com a
font d’estimuls utilitzem borumballa neta o embrutada per
congéneres mascles intactes o mascles castrats. Aquests estimuls
son dipositats en dos pots collocats als costats oposats de la caixa
de test. Com que els animals poden moure’s lliurement per la caixa
de test, poden escollir entre explorar 'estimul que hi ha al pot de la
dreta de la caixa o el que hi ha al pot de l'esquerra. Aixi, podem
analitzar l’atracci6 que cadascun d’aquests estimuls exerceix sobre
les femelles comparant el temps que aquestes investiguen cadascun
d’ells. A més, amb el control apropiat, podem comparar l'exploraci6
dels dos pots dins del mateix test, o l'’exploraci6 del mateix pot

contenint diferent tipus de borumballa en tests successius.
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Aquests tests es van realitzar en caixes de metacrilat (25 cm
d’amplaria, 50 cm de llarg i 30 cm d’altura a I’Experiment 1, i de 20
cm d’amplaria x 45 cm de llarg x 50 cm d’altura a 1”Experiment 2)
amb dos recipients de vidre (6 cm diametre i 5.5 cm d’altura a
IExperiment 1 i 5 x 12 x12 cm a ’Experiment 2), que contenien uns
13g de borumballa a IExperiment 1 i uns 30g al 2. Als dos
experiments els dos recipients eren collocats en costats oposats de

la caixa (Figura 9).

Figura 9. A. Caixa de test a la qué realitzarem els tests d’elecci6 simple a
I’Experiment 1. En aquesta caixa els animals poden fer contacte directe amb la
borumballa embrutada (situada als dos pots) durant I’exploraciéo, de manera que
poden detectar-ne tant compostos volatils com no volatils que la borumballa
puga contenir. B. Caixa de test a la qué realitzarem els tests d’elecci6é simple a

I’Experiment 2. En aquest cas varem aplicar una plataforma perforada de manera
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que els animals no podien contactar amb la borumballa embrutada, i solament

podien detectar els volatils que emanen d’ella.

Préviament a la realitzaci6 de cadascun dels experiments, els
animals eren habituats tant a la caixa de test com a
l'experimentador, amb l'objectiu que el possible estrés que aquesta
manipulacié puguera originar als animals no influira el seu
comportament durant els tests i, per tant, alterara els resultats.
Aquesta habituacié consistia en qué, durant els 5 dies previs a cada
experiment, I’experimentador dipositava els animals a la caixa de test
durant 10-15 minuts cada dia. Durant aquesta habituaci6 els dos
pots contenien borumballa de mascle castrat.

Després de I'habituacio, en tots els experiments es realitza un test
control, amb borumballa de mascle castrat als dos pots, per analitzar
si els animals presentaven una preferéncia prévia per algun dels dos
costats de la caixa. Amb les dades d’aquest test, calcularem la ratio
del temps que els animal passaven explorant el pot dret relatiu al
temps explorant els dos pots, i solament seleccionarem per a les
analisis posteriors aquells animals que obtingueren un valor entre
0.4 1 0.6 (ambdés inclosos). Aquesta seleccié es va fer amb 1’objectiu
de reduir la variabilitat de la mostra, eliminant aquells animals que
durant el test control mostraven un comportament exploratori
clarament esbiaixat cap a un dels costats de la caixa. Aixi, els

animals que complien aquest requisit foren sotmesos als tests de



preferéncia on havien de triar entre borumballa de mascle i
borumballa de mascle castrat en diferents condicions segons
l'experiment. Tots els tests, tant el control com els de preferéncia,
van ser gravats en video i un observador que desconeixia les
condicions dels animals i la borumballa present als pots en cada test
va mesurar el temps que els animals passaven explorant cadascun

dels pots i una area d’1 cm al voltant.

1.2.1.2 Animals

Els animals varen ser tractats en tot moment d’acord amb les pautes
del Consell de Comunitats Europees (86/609/EEC) per a Ius
d’animals experimentals. Els procediments varen ser aprovats pel
Comité d'Etica per a I'Experimentacié Animal de la Universitat de
Valéncia.

Per als experiments d’aquest capitol es feren servir 71 femelles
adultes joves (d’entre 9 i 15 setmanes d’edat) de la soca CD-1 que
foren criades sense contacte amb cap senyal quimic no volatil
procedent de mascles adults, el que anomenem femelles
“quimicament verges”. Per a criar femelles “quimicament verges” es
va seguir el protocol descrit per Moncho-Bogani et al., (2002), segons
el qual s’estabulen femelles prenyades en una sala en la qué no hi ha
mascles adults. Dinou dies després del part, abans que arriben a la

pubertat, les cries sén sexades, els mascles retirats de la colonia i les



femelles es mantenen en la mateixa sala fins l’edat adulta quan
seran usades en els experiments. D’aquesta manera, ["anic contacte
amb mascles que tenen les femelles és amb els seus germans
prepubers. Per tant, aquestes femelles mai estan en contacte amb
senyals quimics procedents de mascles adults.

Els animals van ser assignats aleatoriament al grup control (lesio
simulada, grup Simulat) o al grup Lesié (cirurgia amb lesid), i
cadascun d’ells va rebre la cirurgia corresponent. Després d’almenys

una setmana de recuperacioé, 'experiment comenca.

1.2.1.3 Cirurgia i tractament post-quirargic

Abans de realitzar la cirurgia, tots els animals foren anestesiats amb
pentobarbital sédic (60 mg/kg i.p) i després se’ls va injectar atropina
(0.4mg/kg) intraperitonealment per a reduir la depressio
cardiorespiratoria que produeix l’anestésic. A continuacié, eren
col'locats en un aparell estereotaxic (David Kopf Instruments 963-A,
Tujunga CA, USA) per a dur a terme les lesions. Aquestes es varen
fer al BOA, adaptant les coordenades estereotaxiques de l’atles de
Franklin i Paxinos (2001) a la soca CD-1. Les coordenades foren:
+3.5 anterior bregma, 1lmm des de la linia mitja i 1.3mm de
profunditat des de la superficie del cervell. Per evitar danyar 1’escorca
prefrontal que cobreix el BOA, aixi com el sinus venos que transcorre

per sobre del BOA, la lesi6 del qual suposa un gran risc d’hemorragia



i mort, introduirem l’eléctrode des de una posicié6 més rostral i amb
un angle de 48°.

Les lesions electrolitiques es van fer passant un corrent constant
(negatiu) de 0.8 mA durant 15 s a través d’un eléctrode metal-lic de
250um diametre, totalment aillat excepte en els 500 pm de la punta
(el generador de corrent i els eléctrodes eren d’Ugo Basile, Comerio,
Italy). La cirurgia dels animals del grup Simulat es va fer seguint els
mateixos passos i introduint l'eléctrode a les mateixes coordenades,

pero sense passar cap corrent a través d’aquest.

1.2.1.4 Histologia

Després dels tests comportamentals, les femelles varen ser
anestesiades amb pentobarbital sodic i perfoses amb soluci6 salina,
seguida de 75 ml de paraformaldehid al 4% en tamp6 fosfat 0.01 M
(PB de l’'anglés phosphate buffered) a un fluxe de 5.5 ml/min. A
continuaci6, extraguérem els cervells i els varem sotmetre a post-
fixaci6 en el mateix fixador utilitzat durant la perfusié durant 4h.
Posteriorment van ser immersos en sacarosa en PBS al 30% fins que
s’enfonsaren. A partir d’aquest moment varem processar cada
hemisferi per separat, per poder analitzar la lesi6 a cada bulb de
manera independent. Aixi, després de congelar els hemicervells, els
tallarem amb un micrétom de congelacié (Microm HM-450, Walldorf,

Alemanya) obtenint-ne seccions sagitals de 40um de gruix.



Recollirem 3 séries paralleles de seccions, una de les quals va ser
muntada en gelatina al 0.2% en tampé TRIS 0.05M a pH 7.6,
assecada a 37°C durant una nit, tenyida amb Nissl, deshidratada i
coberta. Una altra série va ser processada per a histoquimica de la
diaforasa de la NADPH, muntada deshidratada i coberta. La tercera
série va ser congelada en sacarosa tamponada per a possibles usos
posteriors. Per a la histoquimica de la diaforasa de la NADPH,
incubarem les seccions a 37° durant 2-3 hores en 10 ml de PB 0.1 M
amb 15 mg de blau de nitrotetrazoli (Sigma), 15 mg de B-NADPH
(Sigma o Boehringer Mannheim) i 300 pl de Triton-X al 10%.

Un observador que desconeixia la condicié Simulada o Lesié de cada
animal, va avaluar la grandaria i la localitzaci6 de la lesi6 de cada
bulb de cada femella. Breument, utilitzant una camera clara,
dibuixarem l’area que cobrien les capes glomerular i mitral del BOA
en cada secci6. Els dibuixos van ser escanejats i, després de calibrar
les imatges digitals resultants, les varem binaritzar utilitzant el
software Image J (NIH). Amb aquestes imatges binaries estimarem el
volum total d’aquests dues capes per a cada BOA, utilitzant el
metode de Cavalieri (Howard i Reed, 2004). Les femelles del grup
Simulat mostraren BOA aparentment intactes. El volum promedi de
les capes glomerular i mitral del BOA en les femelles Simulat va ser

de 0.168+0.005 mms3.
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Figura 10. Seccions sagitals de ’AOB d’un animal Simulat (A-A’), i de dues
femelles que tenien una lesi6 menuda (B-B’) i gran (C-C’), respectivament. Les
seccions de I’esquerra (A,B i C) varen ser tenyides amb blau de toluidina (tincié
de Nissl), mentre que les de la dreta (A’, B1 i C’) varen ser tenyides per a la
histoquimica de la NADPH diaforasa. Aquells animals que presentaren una
grandaria de lesié com la de la imatge B-B’ foren descartat i les seues dades no
foren considerades per a les analisis posteriors. Abreviatures: FCx: cértex frontal
(de I’anglés frontal cortex);gl capa glomerular; m capa de cél-lules mitrals, gr

capa granular; lo tracte olfactiu lateral (de I’anglés olfactori tratc).

Utilitzant aquesta dada com a referéncia, al grup Lesié descartarem

aquells animals als qué solament un dels bulbs estava lesionat i
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també aquells que mostraven lesions bilaterals perd6 menudes (que
afectaven a menys del 50% de les capes mitral i glomerular en

comparaci6 al volum promedi del grup Simulat; Figura 10).

1.2.1.5 Estimuls

Com a font d’estimuls quimics es va fer servir borumballa embrutada
per mascles, que fou recollida de caixes on hi havia estabulats
mascles dominants. Per evitar agressions entre els mateixos, els
mascles dominants eren estabulats individualment, i la borumballa
es recollia quan els animals havien estat en aquesta gabia durant 4
dies. A continuacio, per assegurar que la borumballa a la qué eren
exposades les diferents femelles durant el transcurs de tot
l'experiment era semblant, es mesclava la borumballa recollida de
gabies de diferents mascles i es congelava a -20° fins el dia del test.

Per obtenir borumballa de mascle castrat, tres mascles adults van
ser orquidectomitzats sota anestésia (pentobarbital, 60 mg/Kg de
pes, injeccié intraperitoneal). Una vegada recuperats els animals (un
mes després de la cirurgia) la borumballa era recollida seguint el
mateix protocol explicat anteriorment, llevat que en aquest cas els
tres animals eren estabulats en la mateixa gabia, ja que entre

mascles castrats no solen produir-se agressions.



1.2.1.6 Analisi de dades

Per a tots els experiments, la primera cosa que es va comprovar va
ser si les dades seguien una distribucié normal, mitjancant un test
de Kolmogorov-Smirnov (i aplicant la correccié de Lillieford). D’altra
banda, com ja hem comentat, per a analitzar si els animals
exploraven un costat de la caixa més que l’altre al test control, varem
comparar el temps explorant cadascun dels 2 pots en aquest test
mitjancant una t d’Student per a mostres emparellades. Per a
analitzar les dades dels tests de preferéncia es va utilitzar una
ANOVA de mesures repetides. En aquesta ANOVA, quan l’esfericitat
no podia ser assumida (segons el test de Mauchly) es va aplicar la
correcci6 de Greenhouse-Geisser. En els casos en qué els resultats
de PANOVA ho permetien, analitzarem els efectes dels factors i les
seues interaccions mitjancant les comparacions post-hoc per parelles
aplicant-hi la correccié6 de Bonferroni. També analitzarem l’efecte de
la localitzacié (a dreta o esquerra) de la borumballa estimul sobre
l'exploraci6é de la mateixa fent servir una t d’Student per a mostres

independents. Totes les analisis es van fer utilitzant I’'SPSS 12.0.1.



1.2.2 Protocol i Resultats Experiments 1i 2

1.2.1.2 Experiment 1: Efectes de la lesio del bulb
olfactiu accessori (BOA) en femelles de ratoli sobre
P’atracci6 innata cap a senyals de mascle.

En aquest experiment testarem si les feromones contingudes en la
borumballa embrutada per mascles, qué resulten innatament
atractives per a femelles de ratoli, sén detectades a través de 1’6rgan
vomeronasal. Per a la qual cosa lesionarem el BOA en un grup de
femelles (grup Lesié, n=20), mentre que en un altre grup realitzarem
una lesi6 simulada (grup Simulat, n=21). A continuacié, compararem
la preferéncia que els grups Simulat i Lesi6 mostren cap a la

borumballa embrutada per mascles.

1.2.1.2.1 Protocol Excperiment 1

A continuacié de l'’habituacié i del test control (dia O, test de
preferéncia entre Mascle Castrat front a Mascle Castrat que abreviem
amb l'acronim MC/MC) tots els animals passaren per un test en el
qué un dels pots contenia borumballa de mascle castrat i l'altre de
mascle intacte. Aquest test permetia valorar la preferéncia de les
femelles cap a la borumballa de mascle quan podien accedir tant als
compostos volatils com als no volatils donat que se’ls permetia entrar

en contacte directe amb la borumballa (test M/MC del dia 0, M de



Mascle, i MC de Mascle Castrat). Amb la intencié d’eliminar un
possible efecte del costat en qué es presenta la borumballa estimul
sobre l'exploraci6é de les femelles sobre la mateixa, a la meitat dels
animals de cada grup se’ls presenta la borumballa estimul al pot dret
de la caixa i a ’altra meitat a l'esquerre.

D’altra banda, encara que els animals es recuperaren bé de la
cirurgia, i tenien una aparenca sana, en el moment dels tests
semblaven mostrar un comportament exploratori molt variable. Per
la qual cosa, tal i com hem detallat anteriorment, descartarem
aquells animals que obtingueren una ratio >0.6 o <0.4 (n=13 en el
grup Simulat , 6 dels quals amb ratios >0.6 i 7 amb ratios <0.4, i
n=8 en el grup Lesio, 6 dels quals amb ratios >0.6 i 2 amb ratios

<0.4).

1.2.1.2.2 Resultats Excperiment 1

Després de l'analisi histologica de les lesions, en el grup Simulat
quedaren 8 animals, mentre que en el grup Lesi6 7. Com era
d’esperar, el test de la t d’Student mostra que no hi havia diferéncia
en el temps que els animals passaven explorant el costat esquerre o
dret de la caixa al test control (Simulat: t= 0.282, p= 0.781; Lesio:
t=0.854, p=0.404).

Els patrons de quimioinvestigacié dels grups Simulat i Lesi6é de la

borumballa embrutada per mascles o mascles castrats varen ser



comparats mitjancant una ANOVA (Figura 11 A-B) , amb GRUP
(Simulat, Lesié) com a factor entre-subjectes i TEST (control i test
M/MC) i COSTAT (dret i esquerre) com a factors intra-subjectes.
L’ANOVA mostra una interacci6é significativa entre GRUP, TEST I
COSTAT (F1,15=10.012, p=0.006), una interaccié significativa entre
COSTAT i GRUP (F1,15=6.640, p=0.021), i un efecte significatiu del
factor COSTAT (F1,15=6.706, p=0.021), aixi com un efecte quasi
significatiu del factor GRUP (Fi,15=4.275, p=0.056) i de la interacci6
entre TEST i COSTAT (F1,15=3.870, p=0.068). La resta de resultats de
’ANOVA no varen ser significatius.

Per tant, les femelles del grup Simulat i del grup Lesi6 mostraren
diferents patrons exploratoris cap als dos tipus de borumballa.

La comparacié per parelles al grup Simulat (Figura 11A) revela que la
exploraci6 de la borumballa de mascle intacte en el test M/MC era
significativament major que 'exploracié del mateix pot durant el test
control (p=0.002) i que l'exploracié6 de la borumballa de mascle
castrat que hi havia a l'altre pot durant eixe test (p=0.002). En canvi,
al grup Lesi6 (Figura 11B) no hi havia diferéncies significatives entre
el control i el test M/MC (p=0.539), ni tampoc entre l’exploracio de

mascle castrat i mascle intacte dins del test M/MC (p=0.672).
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Figura 11. Histograma de barres que representa el temps de quimioinvestigacio
(mitjana + SEM) de les femelles dels grup Simulat (A) i Lesi6 (B) a I’Experiment 1.
Tant al test control (borumballa de mascle castrat a tots dos costats, barres de
I’esquerra) com al test de preferéncia (mascle front a mascle castrat, barres de la
dreta) els animals podien contactar amb la borumball. L’analisi estadistica indica
que les femelles del grup Simulat preferiren la borumballa embrutada per
mascles intactes, mentre que les femelles amb lesions de I’AOB no mostraren
preferéncia per cap dels dos pots durant el test de preferéncia (** indica un p

valor <0.001, veure text).

En conclusio, aquests resultats indica que les femelles de ratoli s6n
innatament atretes cap a certa/es feromones continguda/es en la
borumballa de mascle intacte, que ja siguen volatils o no volatils, s6n

detectades a través de 1’0rgan vomeronasal.



1.2.1.3 Experiment 2: Efecte de la lesi6 del bulb
olfactiu accessori (BOA) en femelles de ratoli sobre la
quimioinvestigaciéo de senyals volatils derivades de
mascle.

Dades preévies del nostre grup indiquen que els volatils de mascle
continguts en la borumballa embrutada per mascles no sén atractius
de manera innata per a les femelles de ratoli, perdo poden adquirir
propietats atractives per associacié amb els no volatils continguts en
aquesta borumballa i que si que els resulten innatament atractius a
les femelles (Moncho-Bogani et al 2002). El present experiment es va
dissenyar per a comprovar si els estimuls no volatils innatament
atractius que soén necessaris per a que es done aquesta associacio
sén detectats per 'organ vomeronasal. Per a la qual cosa, primer
testarem la preferéncia de les femelles dels grups Lesi6 i Simulat cap
als volatils emanats de la borumballa de mascle en la primera
experiéncia amb els mateixos. A continuacié, després de quatre
sessions d’aprenentatge, durant les quals les femelles tenen accés
tant als volatils com als no volatils, es va tornar a mesurar la
preferéncia cap als volatils.

En aquest experiment, i com que es mesura preferéncia cap a
volatils, després de collocar els pots amb borumballa a la caixa, es

va posar una plataforma foradada sobre els mateixos, de manera que



els animals estaven fisicament separats de la borumballa uns 4-5 cm
(Disseny Experimental pagina 55; Figura 9) (veure, i per tant no
podien fer contacte directe amb la mateixa, de manera que solament
podien detectar els volatils que emanen d’ella.

Igual que a ’'Experiment 1, tots els tests es van gravar en video, pero
en aquest cas es va mesurar el temps que els animals passaven

olorant els forats situats just sobre els pots amb la borumballa.

1.2.1.3.1 Protocol Excperiment 2

De forma similar als experiments anteriors, aquest experiment
comenca amb les sessions d’habituacié després de les quals les
femelles del grup Simulat (n=11) i les del grup Lesi6é (n=19) varen ser
sotmeses al corresponent test control (MC/MCyv; dia 0). En aquestes
sigles la v indica que els animals sols podien detectar els volatils.
Igual que a l'experiment anterior, seleccionarem solament aquells
animals que obtingueren una ratio entre 0.4 i 0.6 al test control.
Com a conseqUiéncia, descartarem animals tant del grup Simulat
(n=5, 3 amb valors <0.4 i 2 amb valors >0.6) com del grup Lesi6 (n=5,
amb valors <0.4 i 3 amb valors >0.6).

El mateix dia (dia 0), realitzarem un test per a analitzar la
preferéncia de les femelles cap a volatils emanats per la borumballa
de mascle intacte en la seua primera experiéncia amb ells (mascle

intacte vs mascle castrat). Com que les femelles no tenien cap



experiéncia amb senyals de mascle quan es va realitzar aquest test,
utilitzem la notaci6 (M/MC)vi per a aquest test, on la i indica la
condici6 d’inexpertes de les femelles. Durant els segiients 4 dies (dies
1 a 4) els animals varen ser sotmesos a una sessié d’aprenentatge
diaria de 10 minuts cadascuna. En aquestes sessions, les femelles
eren exposades a borumballa embrutada per mascle de manera que
podien entrar en contacte amb ella, facilitant 'associacié volatils-no
volatils mitjancant la qual les femelles adquireixen preferéncia
condicionada cap als volatils de mascle. Amb la intencié d’evitar
qualsevol associaci6 de les senyals de mascle amb el context en qué
les femelles eren exposades a aquests senyals (Martinez-Ricos et al
2007), les sessions d’aprenentatge es realitzaren en una sala diferent
a aquella en la qué es realitzaven els tests, i en una caixa distinta (14
cm d’amplaria x 14 cm de llargaria x 28 cm d’altura).

El dia seglient a aquestes sessions d’aprenentatge (dia 5), testarem
una altra vegada la preferéncia de les femelles cap a volatils de
mascle. Aquest és el test (M/MC)ve, on la e indica que les femelles ja
tenien experiéncia amb senyals de mascle.

Igual que a lexperiment anterior, tant al test MC/Mvi com al
(M/MC)ve, la meitat dels animals trobaren la borumballa de mascle
intacte a la dreta i l’altra meitat a l’esquerra. Amb aixdé podem
descartar qualsevol efecte de la localitzaci6 del pot sobre la

investigacio dels estimuls.



A més, després de tots els tests, tant els animals del grup Simulat
com els del Lesio, varen ser exposats a un test MC/M (dia 5, mascle
intacte vs mascle castrat amb contacte directe) per tal de confirmar
l'efecte de la lesi6 sobre la preferéncia cap a les feromones de mascle

no volatils.

1.2.1.3.2 Resultats Excperiment 2

Després dels tests comportamentals es va dur a terme l’analisi
histologica per verificar el tamany i la localitzacié de les lesions.
Utilitzant els mateixos criteris que a I’'Experiment 1 varem descartar
S animals del grup Lesié perqué les lesions eren massa xicotetes o
unilaterals. Per tant, finalment analitzarem les dades de tots els
animals del grup Simulat (n=6) i de 9 animals del grup Lesio.

Com cabia esperar, el test de la t d’Student indica que, al test
control, les femelles dels dos grups mostraven una exploracio
equilibrada de la caixa (Simulat: t= 0.147, p=0.2; Lesi6; t=0.113,
p>0.9). Per a analitzar les dades es va fer una ANOVA per a mesures
repetides amb GRUP (Simulat, Lesié) com a factor entre-subjectes i
TEST (control, test (M/MC)vi i test (M/MC)ve) i COSTAT (dret i
esquerre) com a factors intra-subjectes. El test de Mauchly revela que
algunes de les dades no eren esfériques i, per tant, es va aplicar la
correcci6 de graus de llibertat de Huynh-Feldt. ’ANOVA mostra una

interacci6 significativa entre GRUP x TEST x COSTAT (Fiss,



20.14=4.875, p=0.026), aixi com l’efecte significatiu del factor TEST
(F2,06= 7.676, p=0.002), mentre la resta de factors i interaccions no
eren significatives (p>0.1). Ac¢o indica que, globalment (considerant
de manera conjunta els grups Lesi6 i Simulat), no hi ha diferéncia en
el comportament quimioinvestigatori entre els tests. Aixd no obstant,
els animals dels grups Simulat i Lesi6 mostren patrons d’exploracio
de les borumballes de mascle i mascle castrat diferents.

Aquestes diferéncies varen ser explorades mitjancant les
comparacions per parelles aplicant la correcci6 de Bonferroni. Els
resultats d’aquestes comparacions (Figura 12A-B) indiquen que
lefecte significatiu de TEST es deu a qué les femelles,
independentment del grup al qué pertanyen, mostren un
comportament quimioinvestigador superior al test (M/MC)vi que als
tests control (p=0.02) i al test (M/MC)ve (p=0.024). D’altra banda,
l'analisi de la interacci6 GRUP x TEST x COSTAT indica que al test
(M/MC)vi les femelles del grup Simulat no mostren cap preferéncia
per cap dels dos costats (p>0.9; Figura 12A), mentre que les
lesionades mostraren una preferéncia quasi significativa cap als
volatils derivats de la borumballa de mascle intacte (p=0.08; Figura

12B).
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Figura 12. Histograma de barres del temps de quimioinvestigacio observat a les
femelles del grup Simulat (A,C) i a les femelles amb I’AOB lesionat (B,D) durant
1”Experiment 2. Les dues barres de I’esquerra de cada histograma mostren els
resultats del test control, mentre que les restants representen els resultat dels
tests de preferéncia mascle vs mascle castrat. Els panells superiors (A i B)
mostren els resultats dels tests de preferéncia de volatils (on els animals no
poden tocar la borumballa) abans (barres del mig, test M/MCvi) i després de
I’experiéncia repetida amb borumballa embrutada per mascles (barres de la dreta,
test M/MCve). Les analisis estadistiques (veure el text) mostren una clara
diferéncia entre el comportament exploratori de les femelles Simulat i Lesi6.

Els panells inferiors mostren el comportament de les femelles Simulat i Lesio en
un test de preferéncia al qué es permet el contacte directe. Com a I’Experiment
1, les femelles amb I’AOB lesionat no prefereixen la borumballa embrutada per
mascles (D), mentre que les Simulat si (C). Els segiients simbols representen els

diferents valors de p a les analisis post-hoc: + p<0.1; p<0.05; **, p<0.001.



Aco suggereix que, en abséncia d'un sistema vomeronasal funcional,
hi ha una tendéncia a compensar aquesta caréncia, incrementant la
investigaci6 d’estimuls nous, com son els volatils de mascle.

Malgrat aixo, la diferéncia més clara entre grups es troba al test
(M/MC)ve. De fet, mentre al test (M/MC)ve les femelles del grup
Simulat prefereixen clarament els volatils derivats de la borumballa
de mascle intacte (p=0.029), les femelles Lesi6 exploren de manera
preferencial els volatils derivats de la borumballa de mascle castrat
(p=0.007).Aquest resultats suggereixen que les sessions
d’aprenentatge tenen efectes oposats als dos grups. Les femelles del
grup Simulat adquireixen una preferéncia cap als volatils derivats de
mascle, mentre que les femelles lesionades semblen desenvolupar
una aversié cap a ells (comparar Figura 12A i B). Aparentment, en
abseéncia d’input vomeronasal, l'exposicié repetida a orina i
excrements de mascle i en les condicions de les nostres sessions
d’aprenentatge podria desencadenar aversié per la seua olor en les
femelles. En canvi, quan les femelles sén capaces de detectar els
estimuls vomeronasals, les propietats intrinsicament reforcants
doten als volatils associats de propietats atractives. De fet, el test
M/MC que es va realitzar al final d’aquest experiment indica que,
igual que a I'Experiment 1, quan el contacte amb la borumballa es
permes, les femelles del grup Simulat mostren una clara preferéncia

cap a la borumballa de mascle (Figura 12C; t d’Student’s per a



mostres emparellades, t=2.38, p=0.032), mentre que les femelles del

grup Lesié no ho fan (Figura 12D; t=0.72, p=0.246).

1.2.3 Experiment 3: Efectes de la lesio del bulb

olfactiu accessori (BOA) sobre la funcio olfactiva.

1.2.3.1 Generalitats

Amb la intencié d’estudiar la possibilitat que les femelles Lesi6 foren
incapaces de detectar els volatils derivats de la borumballa de
mascle, degut a que la lesié6 del BOA podria estar induint anosmia,
decidirem analitzar la funci6 olfactiva tant a les femelles Lesi6é com a
les del grup Simulat. Per a la qual cosa, realitzarem test
d’habituacio-deshabituacio, en els queé les femelles havien de
discriminar dues olors diferents, una de les quals era orina de
mascle i l’altre un terpé sintétic, el geraniol (Ger, Ventos S.A,
distribuidor de International Flavor Fragances, Barcelona), sense cap

significacié biologica aparent pels ratolins.

1.2.3.1.1 Animals

En el moment en qué aquest experiment es va realitzar, totes les
femelles de I'Experiment 1, excepte 4, havien estat processades
histologicament. Per tant, per a aquest test es feren servir totes les

femelles de ’Experiment 2 (6 del grup Simulat i 9 del grup Lesié) més
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de ratoli

les 4 femelles de I'Experiment 1 (totes del grup Simulat). A¢o fa un

total de 10 femelles al grup Simulat i 9 al grup Lesi6.

1.2.3.1.2 Orina

L’orina va ser recol-lectada de 6 mascles adults de la soca CD-1. Per
a aquesta recolleccid, els mascles eren sostinguts pel coll i l'orina
era recollida amb un vial de plastic i congelada en aliquotes de 30 ul.
El dia del test, es descongelaven les aliquotes necessaries

immediatament abans del seu Us (Baum i Keverne, 2002).

1.2.3.2 Disseny Experimental i Protocol

Aquest experiment es va fer en una caixa de metacrilat (25 x 25 x 15
cm) amb un forat a uns 8 cm d’altura, a través del qual s’introduia

un cot6 impregnat amb un odorant (Figura 13).

Bastonet impregnat
amb l'olor

Figura 13. Caixa utilitzada per als experiments d’habituaci6-deshabituacio.
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Els animals eren introduits a la caixa i, després de S5 minuts
d’habituaci6 a la mateixa, eren exposats a 6 presentacions
consecutives dun minut dun coté impregnat amb aigua
(presentacions 1-6), seguides de 6 presentacions d’l minut d‘un coté
impregnat amb l’'olor A (Geraniol o orina de mascle; presentacions 7
a 12) i sis presentacions de l'odorant B (orina de mascle o Geraniol;
presentacions 13 a 18). El numero d’animals en qué la primera olor
era orina i la segona Ger i el nimero d’animals en queé l'ordre era
Iinvers es va equilibrar.

Els tests d’habituacié-deshabituacié també van ser gravats en video i
un observador que desconeixia la identitat dels odorants i les
condicions experimentals de les femelles, va mesurar el temps que
els animals passaven olorant de manera activa el coté (a menys d’l

cm del mateix) al llarg de les diverses presentacions.

1.2.3.3 Analisi de dades i Resultats

Per tal d’analitzar les dades del test d’habituacio-deshabituacio
generarem una variable que directament estimava la deteccié dels
dos estimuls. D’una banda, obtinguérem lincrement en la
investigaci6é induit pel primer estimul restant el temps d’exploraci6
de l'dltima presentacié d’aigua al temps d’exploracié de la primera
presentacio de la primera olor (orina de mascle o Ger; presentacié 7

menys presentacio 6). De la mateixa manera obtinguérem un valor



indicatiu de lincrement en la exploracié induit per la segona olor
restant el temps d’exploraci6 de la ultima presentacié de la primera
olor al temps d’exploraci6 de la primera presentacié de la segona olor
(presentacié 13 menys presentacio 12).

Com que l'ordre de presentaci6o dels estimuls estava equilibrat,
primer analitzarem 1’efecte de la lesioé en la deteccié de les dues olors
mitjancant una ANOVA per a mesures repetides amb el factor ordre
de 'Estimul (Primera i Segona olor, independentment de quina fora
l'olor en particular) com a factor intra-subjectes i Grup (Simulat i
Lesi6) com a factor entre-subjectes. A més, varem fer una segona
ANOVA per a mesures repetides amb Olor (orina de mascle o Ger,
independentment de l'ordre en qué varen ser presentades) com a
factor intra-subjectes i Grup (Simulat i Lesié) com a factor entre-
subjectes, per a analitzar si la lesié tenia efectes diferents en la
deteccio de les dues olors presentades.

A continuaci6, es va fer una t d’ Student per a estimar si les femelles
realment detectaven les olors, és a dir, si lincrement en Ila
investigaci6 induit per les olors diferia de zero.

Tant les femelles del grup Simulat com les del grup Lesié mostraren
un increment en la investigaci6 de les dues olors després de

I’habituaci6 a l'olor anterior (Figura 14).
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Figura 14. A. Temps d’investigaciéo (mitjana + SEM) de les femelles dels grups
Simulat i Lesiéo durant les durant les 18 presentacions consecutives d’olors del
test d’habituacid.-deshabituaci6 a I’Experiment 3. Durant les 6 primeres
presentacions té lloc habituacié, perdo en presentar la primera olor s’observa
deshabituaciéo (presentaciéo 7). Aquesta es seguida per una nova habituacio
durant les presentacions 6-12, i una nova deshabituaci6 té lloc quan es presenta
la segona olor (presentaci6é 13). B. Histograma de barres que mostra l’increment
al temps d’investigacié (mitjana + SEM) deguda a la deshabituacié induida per la
primera i la segona olor als grups Simulat i Lesi6. No apareixen diferéncies
significatives degudes al grup o l’olor. C. Histograma de barres que mostra
l’increment al temps d’exploracié (mitjana +SEM) induit pel geraniol i I’orina de
mascle als animals dels grup Simulat i Lesi6é. La lesio de I’AOB no afecta la

capacitat de les femelles per discriminar les dues olors entre si.



L’ANOVA d’aquests increments mostra que no hi havia efectes
significatius ni del factor GRUP (F1,17=0.725, p=0.406), ni del factor
Ordre de I’Estimul (F1,17=0.124, p=0.729), aixi com que la interaccio
Ordre x Grup tampoc no era significativa (F1,17=1.545, p=0.231)
(Figura 14B i Figura 14C). Com era d’esperar, la segona ANOVA,
també mostra una falta d’efecte del factor Grup. A més, no hi havia
efecte del factor Olor (Fi,17=1.04, p=0.321) ni de la interaccié Olor x
Grup (F1,17=0.127, p=0.726) (Fig. 10C). Com que no hi havia
diferéncia entre el comportament dels grups Simulat i Lesio,
agruparem les dades dels dos grups i calcularem una t d’Student per
a una mostra comparant l'increment en la investigaci6 induit per
cada estimul respecte de zero. En tots els casos (primera olor, segona
olor, orina de mascle, geraniol), l'increment en la quimioinvestigacio
va resultar significativament diferent de zero (p<0.001).

Aquests resultats indiquen clarament que les femelles del grup
Simulat i Lesié detecten i discriminen els dos estimuls de forma
similar. Per tant, la lesi6 del BOA no va tindre cap efecte sobre la
capacitat de les femelles de detectar l'olor de l'orina de mascle,
presumiblement deguda a compostos volatils, ni de diferenciar-lo

d’altres olors



1.3DISCUSSIO

1.3.1 L°’OVN detecta les feromones sexuals de mascle

responsables de l’atraccio intersexual

Molts mamifers, incloent rosegadors, utilitzen senyals quimics per tal
de localitzar conespecifics i per identificar-ne el génere, la identitat,
l'estat hormonal o l’estatus social i, fins i tot, ’estat de salut (veure
Vosshall, 2005). Avui en dia, no hi ha consens general sobre el paper
que juguen el sistemes vomeronasal i olfactiu en aquests processos
(Restrepo et al., 2004). El que s’accepta de manera general és que els
adults poden identificar el génere d’'un conespecific simplement
olorant la borumballa embrutada per aquest, o la seua orina. Pero, a
més, els senyals quimics procedents de conespecifics del génere
contrari semblen implicats en l’atraccié intersexual. De fet, els
mascles de ratoli investiguen més intensament la borumballa
embrutada per femelles (Baum i Keverne, 2002; Pankevich et al.,
2004) que l'embrutada per altres tipus de conespecifics. De la
mateixa manera, les femelles adultes exploren de forma preferent els
senyals de mascle continguts en orina o en borumballa embrutada
per mascles (Drickamer, 1989; Mossman and Drickamer, 1996;
Mucignat-Caretta et al., 1998), quan aquesta es confrontada a
'embrutada per altres femelles (Moncho-Bogani et al., 2002) i per

mascles castrats (Martinez-Ricos et al., 2007; veure Capitol 2). A



més, les femelles adultes son “atretes” per senyals continguts en la
borumballa embrutada per mascles, fins i tot quan no han tingut cap
contacte previ amb aquests senyals, al ser criades en abséncia de
cap secreci6 o excreci6 de mascles adults (Moncho-Bogani et al,
2002). Per tant, l'atraccié que les femelles adultes mostren cap a
senyals quimics de mascles no és deguda a una experiéncia previa,
ja siga sexual o “quimica” (Moncho-Bogani et al, 2002; 2005;
Martinez-Ricos et al, 2007), no és apresa, siné incondicionada o, si
es vol, innata. Aquests senyals compleixen completament, per tant,
les caracteristiques definitories de les feromones sexuals (Karlson i
Luscher, 1959; veure Martinez-Garcia et al., 2007).

Un fet de gran rellevancia és que, com els resultats dels test amb
femelles del grup Simulat de l’experiment 2 indiquen, aquesta
atraccié no s’observa en tests de preferéncia similars en els que les
femelles sols poden detectar els volatils que deriven de la borumballa
(Moncho-Bogani et al., 2002; Martinez-Ric6s et al., 2007). Aquests
resultats indiquen que les feromones atractives s6n no volatils o
contenen algun element no volatil d’importancia critica. D’acord amb
Wysocki et al. (1980), durant el comportament exploratori els
components de baixa volatilitat (com la rodamina) no arriben a
lepiteli olfactiu, perd poden entrar a ’OVN, probablement mitjancant
mecanismes actius de bombeig (el conegut com vomeronasal

pumping, Meredith et al., 1980). A¢o suggereix que les feromones



sexuals de mascle que son responsables de ’atraccio intersexual son
detectades per ’'OVN.

Malgrat aix6, dades recents també apunten que alguns senyals
quimics de baixa volatilitat (com sén els péptids de tipus MHC 1)
poden ser detectats tant per l'epiteli olfactiu (Spehr et al., 2006) com
per ’OVN (Leinders-Zufall et al., 2004). A més, utilitzant técniques
d’electrofisiologia i la detecci6 de calci intracel-lular amb fluorofors in
vitro, s’ha vist que les cél-lules de ’'OVN responen a certs components
volatils de l’'orina (Leinders-Zufall et al., 2000; Sam et al., 2001). En
algun cas, fins i tot, s’ha identificat el receptor vomeronasal (de tipus
VR1) responsable de la detecci6 d'un compost volatil de l'orina de
mascles (la 2-heptanona, Boschat et al., 2003). No obstant, l'epiteli
olfactiu també detecta aquests volatils (Wang et al., 2006). Per tant,
la quiesti6 de si les feromones no volatils sexuals de mascle s6n
detectades per 'OVN de les femelles era una questié que quedava
oberta.

Els resultats d’aquest treball mostren clarament que és necessari un
sistema vomeronasal funcional per tal que les femelles de ratoli
siguen atretes cap a la borumballa de mascle, el que indica que és
'OVN de les femelles i no l’epiteli olfactiu, el responsable de la
deteccio de les feromones atractives. Una altra possible explicacio
per als nostres resultats seria una completa anosmia de les femelles

causada per la cirurgia (veure Kimchi et al., 2007). Aquesta



possibilitat queda, pero, totalment descartada, atesos els resultats de
IExperiment 3, que indiquen que les femelles amb el BOA lesionat i
les femelles amb el BOA intacte mostren una capacitat similar per a
detectar senyals volatils de mascle, aixi com per a discriminar-les

d’altres olors.

1.3.2 El sistema vomeronasal i la identificacio de

N

genere

La identificacio del geénere dels conespecifics és una questio clau per
assegurar la supervivéncia i la reproduccié a totes les espécies. En
rosegadors, aquest procés es basa, fonamentalment, en la deteccid
de senyals quimics, mentre que els estimuls de tipus visual o auditiu
tindrien un paper menor (Stowers et al., 2002). De fet, la lesio dels
bulbs anulla totalment el comportament sexual (Powers i Winans,
1975) i, a més, si s'impregna un mascle castrat amb orina de mascle
intacte, s’observa com altres congéneres manifesten el comportament
de génere apropiat cap a mascles (Stowers et al., 2002), sense que hi
haja influéncia d’estimuls de cap altra modalitat sensorial.

La questié, pero, de la importancia relativa dels sistemes olfactiu i
vomeronasal en el procés d’identificaci6 de génere encara roman
oberta.

En aquest sentit, els nostres resultats, i els d’altres, indiquen que els

senyals responsables de la identificacié6 de génere so6n detectats pel



sistema vomeronasal, ja que la inactivacié total o parcial del sistema
vomeronasal provoca alteracions significatives dels comportaments
dependents de génere, entre ells el comportament sexual.

L’atracci6o que exerceixen els senyals de mascle sobre les femelles
(Moncho-Bogani et al., 2002) es pot considerar com un
comportament paracopulatori en el sentit que constituiria el primer
pas en la recerca de la parella sexual. Els resultats del present
treball indiquen que la preferéncia que les femelles mostren cap a la
borumballa embrutada per mascles es deu a la detecci6 de certes
feromones a través de ’0rgan vomeronasal, ja que les femelles amb el
BOA lesionat encara que detecten certs senyals de mascle, perden la
preferéncia per la borumballa embrutada per mascles. De manera
similar, el treball de Pankevich et al., (2004) mostra que la lesio
quirargica de 1’organ vomeronasal als mascles de ratoli elimina la
preferéncia per orina de femella en estre (front a orina de mascles)
que si mostren els mascles no lesionats.

Molt probablement, és aquesta incapacitat de detectar les feromones
sexuals atractives el que explica que l’eliminacié quirargica de ’'OVN
disminuisca substancialment el comportament de lordosi en femelles
de ratoli (Keller et al., 2006a) i elimine quasi completament la copula
(Clancy et al., 1984) i diverses respostes precopulatories dels mascles
envers les femelles. Per exemple, els mascles de ratoli amb lesions de

I’'OVN deixen de mostrar vocalitzacions ultrasoniques (Wysocki et al.,



1982) i increments en els nivells de testosterona (Wysocki et al.,
1983) en resposta a les femelles. En linia amb aquestes dades, la
delecié6 d'un grup de 16 gens per a receptors vomeronasals V1R
resulta en una disminucié global, a llarg termini, del comportament
sexual de mascles cap a femelles (Del Punta et al., 2002).

Pel contrari, el comportament dels ratolins TRPC2-/-, mutants
afuncionals del canal idnic TRPC2, del que depén en gran mesura la
transduccio sensorial a les cél'lules vomeronasals, es molt diferent
del observat als ratolins amb lesions de I'OVN o el BOA en l'edat
adulta. Aixi, els mascles TRPC2-/- mostren un comportament sexual
aparentment normal cap a femelles, perd en canvi mostren un
comportament de munta cap a altres mascles anormalment alt
(Leypold et al., 2002; Stowers et al., 2002) i, a més, no deixen de
muntar altres mascles ni després de tenir experiéncia sexual amb
femelles (Leypold et al., 2002), com ocorre en animals normals (Del
Punta et al., 2004). Per la seua banda, les femelles TRPC2-/- mostren
comportaments de munta, moviments pelvics, investigacié anogenital
i vocalitzacions ultrasoniques cap a altres femelles (Kimchi et al.,
2007). El comportament d’agressio també es veu drasticament reduit
per la lesié genomica del canal TRPC2, tant als mascles (agressio
mascle-mascle; Stowers et al., 2002; Leypold et al., 2002), com a les
femelles (agressié maternal; Kimchi et al., 2007). Reduccions similars

en l'agressivitat s’han observat també en animals als qué sells ha



eliminat el gen de la proteina Gaio, proteina G associada als receptors
vomeronasals de tipus VR1, i que per tant tenen també afectada la
funci6é vomeronasal (Norlin et al., 2003).

Tot i que aquestes diferéncies entre l’efecte de lesions de ’AOB o el
BOA i les delecions de gens que codifiquen proteines implicades en la
transducci6 vomeronasal (TRPC2 o proteines Gai2) semblen dificils
d’explicar, Kelliher et al. (2007) han demostrat recentment que a
algunes céllules vomeronasals la transducci6 sensorial és
independent del canal TRPC2. Si aixd és cert, les delecions dels
canals TRPC2, o de proteines G corrent abaix en la via de
senyalitzacié, no provocarien una ‘andosmia’ vomeronasal siné un
senyal feromonal parcial. Si aquest senyal feromonal és el
responsable de la identificacié del génere dels conespecificis, és logic
que les esmentades deleccions genomiques desencadenen
comportaments especifics de génere inadequats, en donar lloc a
l'aparicié de fenotips neomorfics, com suggerien Leypold et al. (2002)
per a explicar la falta d’agressivitat entre mascles TRPC2-/-. Segons
aquests autors, el comportament agressiu, a banda d’estar regulat
per hormones, requeriria de la detecci6 d’'una feromona que permetés
el reconeixement del génere del conespecific i induis un
comportament agressiu cap al mateix, com han demostrar

recentment Chamero et al., (2007).



D’altra banda, les anormalitats comportamentals que s’observen a
les femelles TRPC2-/- han estat interpretades com que aquesta
mutacié tindria un efecte, “masculinitzador” sobre elles (Kimchi et al.,
2007). Pero les pautes motores que s’observen a les femelles TRPC2 -
/- no so6n exclusives de mascles, sind que també son propies de
femelles en el context de la dominancia o la sollicitaci6 (Fang i
Clemens 1999; Afonso i Pfaus, 2006; Beach, 1968). Per tant es tracta
de comportaments dirigits cap a mascles i cap a femelles de manera
indiscriminada (Kimchi et al., 2007). Pel que fa als mascles mutants,
aquests també munten altres mascles, perdo amb la mateixa
freqiiéncia que a les femelles. Per tant, mostren un comportament
sexual indiscriminat, i no especialment dirigit cap a mascles, la qual
cosa demostra que el seu cervell no esta “feminitzat.” A més, els
mateixos autors comproven que no hi ha diferéncies en el
comportament de mascles i femelles mutants, respecte de mascles i
femelles als qué sells elimina 'OVN (Stowers et al., 2002). Per tot
aixo, les anormalitats comportamentals observades en les femelles i
els mascles TRPC2-/- semblen degudes a un déficit sensorial a
l'estat adult més que a una “masculinitzacié”o “feminitzacié” del seu
cervell, respectivament.

Per ultim, cal comentar que alguns autors proposen que les
alteracions a nivell del comportament que s’observen en animals

amb la funci6 vomeronasal danyada es deuen a un déficit



motivacional. Segons Kelliher (2007), els estimuls vomeronasals
estarien implicats, exclusivament, en l’activaci6 dels circuits que
induirien l’estat motivacional adequat per portar a terme els
comportaments especifics de génere. Aixi, els efectes sobre el
comportament que soéon interpretats com un deéficit sensorial que
impedeix la identificacié de génere (Stowers et al., 2002; els nostres
resultats), en realitat es deurien a la manca d’un estat motivacional
adequat (Kelliher, 2007).

Perd, si aquesta hipotesi fora certa, implicaria l'existéncia d’un
sistema sensorial implicat en el reconeixement de génere (que podria
ser l'olfactiu, segons apunta Kelliher, 2007), i un altre responsable
de la motivaci6 (que podria ser el vomeronasal, com també suggereix
Kelliher, 2007). Aquests dos sistemes independents haurien de
treballar en tandem de manera coordinada, per garantir que el
reconeixement del sexe d'un congénere a través de la olor i la
motivacié per a aproximar-se a ell i muntar-lo o agredir-lo (induida
pel sistema vomeronasal) ocorregueren simultaniament.

Aquesta sembla una explicacié poc parsimoniosa. A nosaltres ens
sembla una hipotesi més plausible que el mateix senyal que permet
la identificacié del génere (que segons els nostres resultats i tots els
anteriorment exposats seria vomeronasal) provoque la motivacio
adequada per portar el comportament especific de génere adient. Per

tant, certes feromones detectades pel sistema vomeronasal



informarien sobre el génere de l'individu que les allibera al medi de
manera innata. En canvi, els volatils detectats pel sistema olfactiu
principal no proporcionarien aquesta informacié (almenys en la
primera experiéncia amb ells).

Aquesta teoria ve recolzada pel fet que el nostre grup ha vist que les
feromones no volatils contingudes a la borumballa de mascle tenen
propietats reforcants, ja que son capaces d’induir adquisicié de
preferéncia de lloc per la localitzacié en qué s6n presentades
(Martinez-Ricos et al., 2007; Capitol 2 d’aquesta tesi). Per tant,
sembla que els mateixos senyals que permetrien la identificacié de
génere podrien reforcar el comportament d’aproximaci6 al congénere
de sexe contrari, i, fins i tot, reforcar el comportament sexual en si

mateix.

1.3.3 El sistema olfactiu i U’atraccio intersexual:

possible paper de l’experiéencia

Avui en dia encara és una questio no resolta si els sistemes olfactiu i
vomeronasal tenen funcions complementaries o redundants. Les
nostres dades indiquen que les femelles de ratoli detecten senyals de
mascle a través dels dos sistemes, perd que mentre que les
detectades a través del sistema vomeronasal so6n innatament
atractives i responsables de la identificaci6 del génere dels

conespecifics, les detectades pel sistema olfactiu no resulten



atractives en el primer contacte amb les mateixes (veure Experiment
2; Martinez-Ricés et al., 2007), recolzant aixi els resultats previs del
nostre grup (Moncho-Bogani et al., 2002).

En canvi, Keller et al. (2006a) han trobat que tant les femelles amb
'OVN lesionat com les femelles amb I'OVN intacte mostren una
preferéncia similar cap a olors (volatils) de mascle tant quan aquests
sén enfrontats a senyals de mascles castrats com quan ho sén a
senyals de femella. Aquests resultats suggereixen que els volatils de
mascle detectats pel sistema olfactiu principal poden ser atractius
per a femelles, el queé contrasta amb les nostres observacions. Per
contra, Pankevich et al. (2004) obtingueren resultats similars als
nostres (abséncia de preferéncia intrinseca pels volatils) en tests de
preferéncia en els qué s’enfrontaven volatils de mascle a volatils de
femella utilitzant mascles com a subjectes experimentals. Aquestes
diferéncies entre els nostres resultats i els de Keller et al. (2006a)
poden atribuir-se a dos factors, com sén el tipus de test utilitzat i
l'experiéncia preévia dels animals. Respecte del test utilitzat, Keller et
al. (2006a; 2006b) utilitzen un test de preferéncia simple amb un
laberint en Y, en el qué un ventilador impulsava l’aire per sobre les
mostres. En canvi, tant els experiments de Pankevich et al. (2004)
com els del nostre grup (Moncho-Bogani et al., 2002; 2004; 2005;
Martinez-Ricos et al., 2007; aquest treball) es fan utilitzant tests de

preferéncia en els que les mostres son presentades en una caixa de



test sense cap mecanisme per a forcar la circulacié d’aire a través de
la font de l’estimul. Encara que en principi hom podria suposar que
el laberint en Y té una major sensibilitat que el nostre test, que es
més senzill, Johnston (1981) va comparar la sensibilitat de
lolfactometre (un ttnel amb dos bracos molt similar al laberint en Y
descrit) amb els tests de preferéncia com el que nosaltres utilitzem, i
va concloure que, al menys en hamsters, l'olfactometre és menys
sensible per analitzar la preferéncia per senyals de mascle front a
senyals de femella.

D’altra banda, en molts casos, la contradiccié aparent entre resultats
referents a l'atraccié cap a volatils podria explicar-se per diferéncies
en ’experiéncia prévia dels animals amb senyals de conespecifics del
génere contrari. Les nostres femelles sén quimicament verges (veure
metodes) i Pankevich et al. (2004) indiquen que les que ells utilitzen
varen ser adquirides amb 5-6 setmanes d’edat (pre-pubertal). En
canvi, Keller et al. (2006a; 2006b) utilitzen femelles que varen ser
adquirides quan ja eren adultes (10-12 setmanes d’edat) i, encara
que el contacte amb senyals derivades de mascle va ser
meticulosament evitat (excepte durant els tests), 'experiéncia prévia
(pre- or post-pubertal) amb feromones de mascle no va ser
controlada.

Hi ha evidéncies que suggereixen que aquesta experiéncia ha de

tenir-se en compte. De fet, Hayashi (1985) va descriure un fenomen



d’imprinting cap a secrecions prepucials en femelles de ratoli que
varen ser exposades a mascles adults a l'edat de 14-18 dies. Per
tant, l’experiéncia prepubertal de les femelles amb excrecions o
secrecions de mascle podria influir en la seua preferéncia a l’estat
adult. Aco és especialment important ja que és una practica molt
comuna en els establiments on es crien ratolins destinats a
l'experimentacio, el mantenir els dos pares amb les cries durant uns
10-15 dies, el que suposa que les femelles estan en contacte amb
senyals de mascle adult (el seu pare), durant el periode critic al qual,
segons Hayashi (1985) es produiria l'imprinting olfactiu (Ramm et al.,
2008).

Els resultats de l'experiment 2, recolzats per treballs previs del
nostre grup (Moncho-Bogani et al., 2002; 2005), indiquen que
l'exposicié repetida de femelles adultes a borumballa de mascle
indueix atraccio de les femelles cap als volatils de mascle. Els
resultats de I’Experiment 2 també demostren que aquesta atraccio
solament s’adquireix si el sistema vomeronasal es troba intacte. En
el cas contrari, els volatils esdevenen aversius, almenys en les
nostres condicions experimentals. Aquests resultats suporten la
hipotesi proposada per Moncho-Bogani et al. (2002), segons la qual
durant aquestes exposicions repetides a la borumballa embrutada
per mascles, té lloc una associacié pavloviana entre un estimul

incondicionat (les feromones masculines sexuals innatament



atractives i detectades per I'OVN) i un estimul condicionat constituit

pels volatils, probablement detectats per l'epiteli olfactiu; Figura 15).

Estimul Incondicionat Atraccio Incondicionada

NO VOLATILS QUIMIOINVESTIGACIO

Estimul condicionat

VOLATILS

Figura 15. La borumballa embrutada per mascles intactes conté feromones no
volatils que resulten innatament atractives per a les femelles de ratoli. Aixi,
aquestes indueixen una resposta innata (incondicionada) de quimioinvestigacio.
Els volatils emanats d’aquesta borumballa resulten neutres en el primer contacte
amb els mateixos, pero després de I’experiéncia conjunta amb ells i amb els no
volatils, que s6n reforcants primaris (a les sessions d’aprenentatge), aquests
volatils poden convertir-se en reforcants secundaris i induir quimioinvestigacio

com a resposta condicionada.

Aixo sembla indicar que, almenys dins el context de l’atraccié
intersexual i el comportament sexual, les olors poden ser detectades
i reconegudes (associades amb experiéncies passades), pero
solament els estimuls vomeronasals poden ser identificats sense cap
experiéncia prévia. Es a dir, que el significat dels senyals detectats a

través del sistema olfactiu s’ha d’aprendre mitjancant l'experiéncia,



el que permetria la seua associacié amb el comportament sexual i/o

amb les feromones vomeronasals

1.3.4 Estimuls olfactius i investigacio vomeronasal

Les nostres dades (Experiments 2 i 3) suporten els resultats
d’estudis previs que indiquen que tant els mascles (Pankevich et al.,
2004) com les femelles (Keller et al., 2006 a,b) en les que I'OVN és
eliminat, sén capacos de detectar i discriminar senyals de mascles
dels de femelles i dels de mascles castrats, aixi com d’altres olors.
Per tant, els senyals volatils detectats per l'epiteli olfactiu podrien ser
també importants per al comportament sexual en ratoli. En aquest
sentit s’ha demostrat que les infusions de ZnSO4 a la cavitat nasal,
que resulten en una destruccio de l’epiteli olfactiu i per tant en una
anosmia temporal, tenen també un efecte dramatic sobre el
comportament de copula tant en femelles (Edwards and Burge, 1973;
Keller et al., 2006a) com en mascles (Keller et al., 2006b). D’altra
banda, els animals als qué els manca el gen que codifica el canal
dependent de nucledtid a2 (mutants Cnga-/y), que esta implicat en
la trasduccié sensorial a lepiteli olfactiu (perd6 no a I'OVN) soén
aparentment anosmics (Brunet et al., 1996). Els mascles mutants
Cnga-/y no mostren ni comportament sexual dirigit cap a femelles ni
comportament agressiu dirigit cap a mascles en tests estandards

(Mandiyan et al., 2005). De la mateixa manera, els mutants per



altres molécules clau en les vies de traduccié olfactives, com
l’adenilat ciclasa III (ratolins AC3-/-) s6n, com és d’esperar gairebé
anosmics (Wong et al., 2000) i no mostren ni comportament
agressiu entre mascles ni comportament sexual (Wang et al., 2006).
En tots aquests animals anosmics, ja siga per lesions de la mucosa
olfactiva o degut a mutacions o a disrupcions genomiques de la
funcié olfactiva, els animals mostren una quimioinvestigacié molt
reduida que resulta en una disminucié de la preferéncia cap a
senyals quimics del génere contrari fins i tot quan es permet el
contacte directe amb l’estimul (veure Keller et al., 2006a; 2006b). Aco
recolza la proposta feta per Cowles i Phelan (1958), analitzant el
comportament de les serps, segons la qual la quimioinvestigacio és
un procés sequencial, en el qué la deteccié de volatils per part del
sistema olfactiu induiria comportaments exploratoris que inclourien
els mecanismes d’introduccié de les molécules a l'interior de ’'OVN
(Mandiyan et al, 2005), per la qual cosa es requeriria el contacte
directe amb la font de I'estimul (Luo et al., 2003; Moncho-Bogani et
al., 2002; 2005). La interdependéncia dels dos sistemes és recolzada
encara més pel fet que les lesions de l’epiteli olfactiu amb sulfat de
zinc que no afecten ’'OVN (al menys és el qué indica el marcatge dels
glomeéruls de 'AOB amb lectines), si que disminueix 'expressié de c-
fos al BOA induida per l'aplicacié directa d’orina de mascle en la

fissura oronasal, (Martel i Baum, 2007).



A més a més, resultats recents indiquen que les proteines principals
de l'orina (les MUPs) detectades per 1’drgan vomeronasal indueixen
l'agressi6 entre mascles (Chamero et al, 2007). Encara que aquest fet
podria contradir alguns dels resultats en els qué en ratolins knock-
out que tenen danyada la via de trasduccié olfactiva mostraren una
reducci6 en l’agressié entre mascles (Mandiyan et al., 2005; Wang et
al., 2006), la possibilitat que els estimuls olfactius afavorisquen la
investigaci6 vomeronasal seria l’explicaci6 més plausible per a
aquesta aparent contradicci6. En abséncia d’aquestes pistes
olfactives, la investigaci6 vomeronasal es veuria molt reduida, de
manera que la proteina principal de l'orina que promou l’agressié no
seria detectada. Un mecanisme similar explicaria perque, malgrat
que els volatils de mascle no sén intrinsicament atractius (Moncho-
Bogani et al., 2002; 2005) ni reforcants (Martinez-Ricés, et al., 2007,
capitol seglient) per a les femelles de ratoli, i ’'atraccié intersexual
depén fonamentalment d’estimuls vomeronasals (veure resultats), les
lesions de l’epiteli olfactiu redueixen molt significativament l’atraccié
cap als conespecifics del génere contrari (Keller et al., 2006 a i b), i,

en consequéncia, sobre el comportament sexual (Keller et al., 2006b)



2. CAPITOL 2:

LES FEROMONES
SEXUALS DE MASCLES
SON REFORCANTS PER

A LES FEMELLES DE

RATOLI.



2.1 INTRODUCCIO

Com s’ha explicat anteriorment, les feromones sén senyals quimics
que s’utilitzen per a la comunicacié entre individus de la mateixa
espécie. Son substancies secretades per un individu i detectades per
un altre de la mateixa espécie en el qué originen una reacci6
especifica (Karlson i Luscher, 1959). Les feromones es classifiquen
en dos tipus: feromones preparadores (primer pheromones en anglés),
que generen respostes de caracter fisiologic, endocri o del
desenvolupament relativament lentes, i feromones desencadenants
(releaser en anglés) que desencadenen respostes comportamentals de
forma immediata. Als mamifers s’han descrit diversos casos de
feromones preparadores. Aixi, esta ben documentat el retras de la
pubertat en femelles provocat per ’aglomeracié amb altres femelles
(Drickamer, 1977), aixi com ’avancament de la pubertat en femelles
sexualment immadures per contacte amb feromones masculines
(Vanderberg, 1969). També s’han descrit 'alentiment i sincronitzacio
dels cicles estrals entre femelles que viuen juntes en condicions de
gran densitat poblacional (Lee i Boot, 1955, 1956), i els anomenats
efecte Bruce (avortament induit per mascles o feromones masculines,
Bruce, 1960) i Whitten (induccié de l’estre en femelles per contacte

amb mascles Whitten, 1956).



Fins i tot als éssers humans, s’ha descrit l'existéncia de feromones
contingudes a la suor de les dones, capaces d’endarrerir o frenar
lovulacié (en funcié del moment del cicle de la dona receptora)
provocant aixi l’'acoblament del cicle menstrual tan comu en dones
que viuen juntes (Stern i McClintock, 1998) tot i que hi ha dubtes
sobre l'existéncia d’aquest fenomen (Wilson et al., 1991; Strassman,
1999; Yang i Schank, 2006) fins i tot en rosegadors (Schank, 2001).
També s’ha observat que les persones poden discriminar el génere
d’'un donant a través de la seua olor (Russell, 1976 i Wallace, 1977), i
que els extractes axil'lars d’homes poden fer més regulars els cicles
menstruals de les dones (Cutler et al., 1986). Fins i tot s’ha
caracteritzat un component del suor dels homes (la 4,16-
androstadien-3-ona) que eleva els nivells de cortisol a la saliva de les
dones que l'oloren (Wyart et al., 2007).

Pel que fa a les feromones desencadenants, el cas paradigmatic és el
de les feromones sexuals als insectes. La primera feromona sexual,
femenina en aquest cas, que va ser identificada, el bombikol (veure
Hecker i Butenandt, 1984), es va demostrar un poder6s atraient
sexual per als mascles de les papallones de la seda (Bombyx mori).
L’impacte d’'una sola molécula de bombikol amb les antenes del
mascle de la arna de la seda provoca canvis electrofisiologics
detectables, i la col'lisié de 300 molécules en un segon desencadenen

una resposta comportamental detectable en el mascle que consisteix



en una taxa de bategada d’ales altissima, tipica del festeig d’aquesta
espécie (es pot trobar una amena descripcié dels origens historics de
la investigacio sobre aquest tema en Schneider, 2000). En papallones
voladores la resposta del mascle a la detecci6 de la feromona
femenina és un canvi del vol en contra del vent, que aproxima el
mascle a la font d’olor, la femella (veure Wyatt, 2003).

Aquest poder atraient de les feromones sexuals als insectes ha
instigat la investigaci6é per tal d’esbrinar si als mamifers i en ultima
instancia als éssers humans, podrien trobar-se senyals quimics que
mitjancaren una intensa atracci6 intersexual. Si aixi fora, les
feromones sexuals, ja foren olfactives o vomeronasals, serien no sols
atractives per als congéneres de l’altre sexe, siné també reforcants.
La primera evidéncia que un estimul vomeronasal podia ser reforcant
data de 1979, als experiments realitzats per Kubie i Halpern (1979)
amb serps. A aquest treball, les serps eren entrenades en una tasca
en la qué havien de desplacar-se al llarg dun dels bracos dun
laberint per obtenir aliment (extracte de cuc), que, per tant, actuava
com a reforcant d’aquest comportament. El autors observaren que la
disrupci6é del sistema vomeronasal feia que els animals deixaren de
manifestar el comportament de consum d’aliment passat un cert
numero d’assajos.

Per explicar aquesta decaiguda, els autors proposaren un model de

condicionament, segons el qual, l'extracte de cuc constituia un



estimul vomeronasal amb valor reforcant. Aixi, després de la
deaferenciaci6 de l’d0rgan vomeronasal, les serps continuarien
recorrent el laberint per60 aquest comportament instrumental
decauria degut a un procés d’extinci6. A partir d’aquestes dades i
analitzant-ne dades d’altres autors en altres espécies, Halpern (1987)
suggeri que els estimuls vomeronasals poden ser intrinsecament
reforcants.

Altres evidéncies que recolzen les propietats reforcants dels estimuls
vomeronasals son els treballs dels anys 80 del grup de Roy Wise i
d’altres grups, als quals demostraren que hom pot induir
autoestimulaci6 a través d’electrodes implantats a certes regions
vomeronasals, com sé6n ’amigdala vomeronasal (Prado-Alcala i Wise,
1984; Kane et al., 1991) i el bulb olfactiu accessori (Phillips i
Mogenson, 1968).

A més, també al voltant dels anys 80, Beauchamp i el seu equip
(Beauchamp et al., 1982; 1983; 1985) feren una observacié que
suggeria, directament, l'existéncia de feromones sexuals reforcants
als conills d’indies. Els seus experiments mostraven que les lesions
de ’'OVN en mascles de conillets d’indies, resulten en un descens en
la resposta investigadora cap a l'orina de femella que aquests
realitzen en condicions normals. Segons els autors, aquest descens
en el temps de quimioinvestigaci6 semblava wuna extincio

comportamental, del que concloien que les feromones sexuals de



femella detectades per 'OVN dels mascles podrien tenir un paper
reforcant. Aquests resultats donaven suport a la idea de que els
rosegadors també poden produir feromones sexuals reforcants, que
sent detectades per l’'6rgan vomeronasal serien els responsables de
l'atraccio6 intersexual.

Malgrat que totes aquestes evidéncies semblen indicar un paper
reforcant dels estimuls vomeronasals, 1"inic intent de demostrar
aquestes suposades propietats reforcants de les feromones sexuals
en rosegadors mitjancant un paradigma operant (Coppola i
O’Connell, 1988) mostra resultats no concloents degut, molt
probablement, a un disseny experimental no adequat (veure
Discussio).

No obstant aix0, molt més recentment, Del Punta et al. (2002) també
suggeriren que l’estimulacié6 vomeronasal podria resultar reforcant
basant-se en altra mena d’observacions. En aquest treball, mitjancat
técniques d’enginyeria cromosomica, els autors provocaren una
deleci6 del cromosoma 6 que eliminava un grup de 16 gens de
receptors vomeronasals del tipus V1R. Com a consequiéncia d’aquest
deficit, els mascles mutants mostraven un comportament sexual
disminuit. Contrariament als animals silvestres als quée el
comportament sexual s’incrementava amb lexperiéncia sexual, a
aquests mutants hi havia una disminuci6 de la freqtiéncia de copula

amb l’experiéncia. Semblava com si a aquests animals el sexe ja no



fora reforcant, el que per als autors suggereix que part del refor¢c de
la copula es deu, en realitat, a 'estimulacié6 vomeronasal reforcant
que ocorreria durant la copula i el comportament paracopulatori.

Va ser en aquest context en el que el nostre grup comenca el seu
treball. Com hem vist, les dades de Moncho-Bogani et al. (2002) i els
resultats exposats al capitol 1 indiquen que les femelles de ratoli
quimicament verges, mostren una clara atraccié cap a borumballa
embrutada per mascles. Com ja hem discutit, com que aquesta
atraccié no és atribuible a l’experiéncia, cal pensar que es tracta
d’una atracci6 innata o incondicionada.

Tot i aix0, aquesta atracci6 no demostra que els senyals quimics
continguts a la borumballa dels mascles siguen plaents, reforcants o
recompensants per les femelles. Només indica una tendéncia innata
de les femelles a explorar-les, compatible amb altres possibles
explicacions. Per exemple, els mascles de gos poden explorar amb
deteniment les marques d’orina d’altres mascles competidors i
contramarcar-les, mostrant aixi ‘preferéncia’ per aquest estimul front
a d’altres, sense que aix6 indique que l’'orina d'un mascle siga plaent
per un competidor. Aquest comportament simplement pot ser
indicatiu de queé es tracta d’'un estimul biologicament rellevant.

El fet que els volatils puguen adquirir valor atractiu per associacio
amb la feromona atractiva no volatil és una prova indirecta del valor

reforcant de les feromones, pero que els volatils poden esdevenir



atractors condicionats no es demostracié6 de qué el atractor
incondicionat siga reforcant. Novament, tot depén de si hom
considera (o no) que la intensa exploracié de les femelles de l'orina
dels mascles és indicadora del seu valor reforcant.

De fet, aquest capitol descriu els resultats de cinc experiments
diferents conduents a demostrar que, efectivament, les feromones
contingudes a la borumballa embrutada per mascles son reforcants
per les femelles de ratoli. Perqué aixd siga cert assumim que la
borumballa de mascle ha de ser; a) intensament explorada; b)
aquesta exploracié no ha de mostrar una habituacié rapida, siné que
sera persistent; c) la borumballa ha de ser capag¢ d’induir preferéncia
condicionada per un lloc on lestimul és presentat sistematica i
reiteradament; d) aquesta preferéncia condicionada ha de patir
extincié si l‘estimul reforcant no és presentat. Per comprovar aixo
hem dissenyat i executat els seglients experiments.

A I'Experiment 1 analitzem si les femelles de ratoli exploren de la
mateixa manera senyals provinents de diferents congeneres: altres
femelles, mascles castrats i mascles intactes. Amb aquest objectiu
realitzem un test de preferéncia per a cada tipus de borumballa
embrutada, enfrontant-la amb borumballa neta.

A continuaci6, a ’Experiment 2, comparem l’exploraci6é dels senyals
procedents d’aquest tres tipus de congéneres (femelles, mascles

castrats i mascles intactes), amb l'exploracié d'un estimul olorés



artificial (citralva) sense aparent rellevancia biologica. A més,
estudiem l’habituaci6 front a cadascun d’aquests estimuls. Per a la
qual cosa, realitzem tests de preferéncia similars als de l’experiment
anterior, perd en aquest cas es realitzen quatre tests per a cada
estimul, en dies consecutius.

A IExperiment 3 comprovem les possibles propietats reforcants de
les feromones provinents de femelles, mascles castrats i mascles
intactes estudiant la preferéncia de lloc condicionada que s’obté
utilitzant borumballes d’aquests tipus de conespecifics com a premi.
Amb I’ Experiment 4 estudiem la resposta d’extinci6 de la preferéncia
de lloc condicionada a la preséncia de feromones sexuals de mascle
observada a ’Experiment 3.

Finalment, a 'Experiment 5, estudiem si els senyals quimics envers
els quals les femelles desenvolupen preferéncia de lloc a ’'Experiment

3 so6n volatils o no volatils.



22MATERIALS, METODESI| RESULTATS

2.2.1 Generalitats

2.2.1.1 Tests de preferéncia

Tots els tests que es realitzaren en aquests experiments es feren en
caixes de metacrilat (25 cm d’amplaria, 50 cm de llargaria i 30 cm
d’alcada) amb dos recipients de vidre (6 cm de diametre, 5.5 cm d’alt)
situats en cantons oposats de la caixa (veure Fig.3 del capitol 1).
Cada recipient contenia uns 13 grams de borumballa, ja fora neta,
embrutada per conespecifics o aromatitzada, segons el grup i
l'experiment.

Préviament a la realitzaci6 de cadascun dels experiments, els
animals eren habituats tant a la caixa de test com a
l'experimentador, amb l'objectiu de disminuir el possible estrés que
aquesta manipulacié poguera originar en els animals. Aquesta
habituacié consistia en queé, durant els 3 o 4 dies previs a cada
experiment, els animals eren dipositats a la caixa de test durant 10-
15 minuts cada dia.

Després de I'habituacio, en tots els experiments es realitza un test
control per analitzar si els animals presentaven una preferéncia
prévia per algun dels dos costats de la caixa. L’objectiu d’aquest test

era descartar un possible esbiaix dels animals per un dels costats de



la caixa. De fet, els animals que en aquest test passaven explorant
un dels recipients més del doble de temps que l’altre, eren eliminats
(n=10).

Tots els tests realitzats en el conjunt dels 5 experiments que
conformen aquest capitol varen ser gravats en video i, posteriorment,
un observador que desconeixia les condicions experimentals en qué
s’havia realitzat cadascun d’ells (tipus de borumballa, experiéncia
previa de 'animal o grup al que pertanyia), mesura el comportament
exploratori dels animals durant els primers S minuts. Als
Experiments 1 i 2, en els qué s’analitzava el comportament de
quimioinvestigaci6 de les femelles sobre estimuls provinents de
diferent tipus de conespecifics, es mesura el temps que els animals
passaven clarament explorant la borumballa de cadascun dels dos
pots escarbant-la o olorant-la a menys d’l cm de distancia del pot.
En canvi, als Experiments 3, 4 i 5, en els qué s’analitzava preferéncia
de lloc, es mesura el temps que els animals passaven a cadascun
dels pots (incloent-hi un area d’l cm al voltant dels mateixos),

independentment del comportament que hi estigueren realitzant.

2.2.1.2 Animals

Per als experiments d’aquest capitol es feren servir 142 femelles

adultes (de més de 9 setmanes d’edat) de la soca CD-1, i que foren



criades sense contacte amb cap senyal quimic no volatil procedent de
mascles adults (femelles quimicament verges; veure Capitol 1).

Tots els experiments varen ser realitzats d’acord amb les pautes del
Consell de Comunitats Europees (86/609/EEC) per a 1"ds d’animals
experimentals. Els procediments van ser aprovats pel Comité d Etica

per a ’Experimentaci6é animal de la Universitat de Valéncia.

2.2.1.3 Estimuls

Com a font d’estimuls quimics procedents de conespecifics es va fer
servir borumballa embrutada per congeéneres o aromatitzada. La
borumballa embrutada per mascles castrats i per femelles era
recollida de caixes d'estabular en les qué hi havia hagut entre 3 i 6
animals durant un periode de temps de quatre dies. Per assegurar
que la borumballa d'un determinat tipus de conespecific era
homogeénia al llarg de tot l'experiment, es recollia borumballa de
diferents gabies, es mesclava i es congelava a -20° fins el dia del test.
En el cas de la borumballa embrutada per mascles es seguia el
protocol explicat al capitol anterior. Per a obtenir borumballa de
mascle castrat, tres mascles adults van ser orquidectomitzats sota
anestésia (pentobarbital, 55mg/Kg de pes, injeccié intraperitoneal).
Una vegada que ja es trobaven completament recuperats els animals
(un mes després de la cirurgia) la borumballa es comecava a recollir

seguint el protocol explicat.



2.2.1.4 Analisi de dades

Per a tots els experiments, la primera cosa que es va comprovar va
ser si les dades seguien una distribucié normal, mitjancant un test
de Kolmogorov-Smirnov (i aplicant la correccié de Lillieford). D’altra
banda, per a analitzar si els animals exploraven un costat de la caixa
més que l’altre al test control, el temps explorant cadascun dels 2
pots en aquest test es va comparar mitjancant una t d’Student per a
mostres emparellades. Per a analitzar les dades dels tests de
preferéncia es va utilitzar una ANOVA de mesures repetides. En
aquesta ANOVA, quan l’esfericitat no podia ser assumida (segons el
test de Mauchy) es va aplicar la correcci6 de Greenhouse-Geisser. En
els casos en qué era apropiat, a continuaci6 de '’ANOVA es van
analitzar els efectes principals dels factors i les seues interaccions
mitjancant comparacions per parelles post-hoc amb la correcci6é de
Bonferroni. L’efecte de la localitzacié (dreta o esquerra) de la
borumballa estimul sobre els tests va ser analitzat mitjancant una t
d’Student per a mostres independents (als Experiments 2 i 3) o amb
ANOVA d’una via (a ’Experiment 4, en el qué cada subgrup tenia un
numero diferent d’animals). Totes les analisis es van fer utilitzant

I’'SPSS 12.0.1.



2.2.2 Experiment 1: Analisi de Uatraccio cap a

senyals de diferents conespecifics en femelles de

ratoli

L’'objectiu d’aquest experiment era analitzar l’atraccié que
experimenten les femelles de ratoli cap a senyals quimics provinents
de diferents tipus de conespecifics (altres femelles, mascles castrats i
mascles intactes). Amb aquest objectiu, les femelles varen ser
exposades a una série de tests de preferéncia en els qué tenien accés
a borumballa d'un dels tipus de conespecifics i borumballa neta

simultaniament.

2.2.2.1 Protocol

En aquest experiment es feren servir 15 femelles quimicament
verges. Després de ’habituacio, i del test control (en el qual hi havia
borumballa neta en els dos pots, test N/N) les femelles van ser
exposades a 3 tests de preferéncia en cadascun dels quals tenien
accés a borumballa dun tipus de conespecific (altres femelles,
mascles castrats o mascles intactes) en un pot i a borumballa neta
en laltre. Aixi, analitzarem la quimioinvestigaci6 de senyals de
femelles adultes (borumballa neta vs. borumballa de femella, test

N/F), de senyals de mascle castrat (borumballa neta vs. borumballa



de mascle castrat, test N/MC) i senyals provinents de mascle intacte
(en un test borumballa neta vs. borumballa de mascle, test N/M).

Aquests tests es van realitzar de manera consecutiva i separats entre
ells per 30 minuts. En tots els casos, la borumballa estimul es va
situar al pot esquerre de la caixa, mentre que el dret contenia

borumballa neta.

2.2.2.2 Resultats

La t d’Student comparant el temps que els animals
exploraven el dos pots al test control va mostrar que l’exploracié de
la caixa era equilibrada (Student’s t test, t = -1.52, p=0.15). Una
ANOVA per a mesures repetides amb TEST (N/N, N/F, N/Mc, N/M)
com a factor intra-subjectes mostra que ’exploracié del pot situat a la
dreta de la caixa, que contenia la borumballa embrutada per cada
tipus de conespecific als test de quimioinvestigacié (N/F, N/Mc,
N/M) i borumballa neta al test control (N/N) depén significativament
del factor TEST (F=4,419, p=0.036). Les comparacions per parelles
posteriors, indicaren que el temps al pot dret al test control difereix
del temps passat en aquest pot als altres tests (N/F: p=0.013, N/Mc:
p=0.024 i N/M: p=0.006). En canvi, no es trobaren diferéncies entre
l'exploracié de la borumballa procedent de les tres diferents classes

de conespecifics entre si. (p>0.1 en tots els casos; Figura 16).



Capitol 2. Les feromones sexuals de mascles son reforcants per a les femelles

de ratoli
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Figura 16. Histograma de barres del temps de quimioinvestigaciéo (mitjana + SEM)
que mostren les femelles de I’Experiment 1 cap a la borumballa neta (barra
blanca) i cap a la borumballa embrutada per altres femelles, mascles castrats i
mascles intactes (barres morada, taronja i verda, respectivament). Les analisis
estadistiques (veure el text) mostren una clara diferéncia entre I’exploraci6 de la
borumballa neta i les embrutades per conespecifics, perdé no indiquen diferéncies
entre I’exploraciéo de les borumballes embrutades pels distints conespecifics (*,
p<0.05;**, p<0.001).

Per tant, en les condicions en qué aquest test es va realitzar, les
femelles exploren amb la mateixa intensitat les senyals provinents
dels tres tipus de conespecifics independentment de quin siga el

génere i 'estat hormonal dels mateixos.



2.2.3 Experiment 2: Dinamica de la

quimioinvestigacio d’olors neutres i d’olors

provinents de conespecifics.

A continuacio, i degut a que IExperiment 1 dona resultats
inconclusius, a IExperiment 2 analitzarem de nou la resposta
quimioinvestigadora cap a la borumballa embrutada per femelles,
mascles castrats i mascles intactes en tests de preferéncia, pero amb
un disseny experimental un tant diferent. En aquest experiment la
quimioinvestigaci6 cap a senyals d’aquests tres tipus de
conespecifics va ser analitzada en tres grups independents, i, a més,
repetirem els tests de preferéncia fins a un total de 4 vegades, de
manera que poguérem analitzar la dinamica de la resposta
quimioinvestigadora front a cadascun d’aquests estimuls (habituacié,
sensibilitzacié6 o estabilitat). D’altra banda, en un quart grup, les
femelles van ser exposades també a 4 tests de preferéncia perd en
aquest se’ls presenta una substancia olorosa artificial, la qual cosa
ens permeté comparar la dinamica de quimioinvestigaci6 d’estimuls

de congéneres amb la de ’exploraci6é d’'una olor sintética neutra.

2.2.3.1 Protocol

Després de ’habituaci6, els animals van ser assignats aleatoriament

a un dels 4 grups, que varen ser exposats a tests de preferéncia per



diversos estimuls consistents en borumballa embrutada per femelles
d’altres gabies (n=9), per mascles (n=10), o per mascles castrats
(n=10) i a borumballa odorisada amb citralva (geranonitrile, 3,7-
dimethyl-2,6-octadiene-1-nitrile, proporcionada per International
Flavours and Fragrances, Barcelona, Spain; 2 ul in 20 g de
boromballa neta; n=10), respectivament. Els dies seglients al test
control (Dia 0, borumballa neta als dos pots, test control) els animals
van ser exposats a 4 tests de preferéncia (un test de preferéncia per
dia, Dies 1-4) en els qué en un dels recipients hi havia borumballa
neta i en l’altre la borumballa estimul corresponent, segons el grup.
El pot que contenia la borumballa estimul era canviat de posici6 a la
caixa (dreta o esquerra) cada dia de test per evitar qualsevol

associaci6 entre estimul i posici6.

2.2.3.2 Resultats

En tots els grups, el test de ¢t Student va mostrar que no hi havia
cap diferéncia en el temps que els animals exploraven el costat dret o
esquerre al test control (p > 0.2 en tots els grups). Una vegada aclarit
aixo, les dades varen ser analitzades amb una ANOVA de mesures
repetides comparant 1’exploracié6 de la borumballa (embrutada per
conespecifics o odorisada) amb GRUP (Citralva, Mascle Castrat,
Femella i Mascle) com a factor entre-subjectes i TEST (Dies 1-4) com

a factor intra-subjecte. Aquesta ANOVA revela una interaccié



significativa entre els factors GRUP i TEST (Fi2, 140 = 3.393, p <
0.001). Per tant, els grups mostraven diferents patrons d’investigaci6
al llarg dels 4 dies d’experiment.

Les comparacions per parelles mostren que el temps que els animals
passen explorant la citralva durant els tests de preferéncia dels dies
1-4 no era significativament diferent del temps que passaven
investigant el mateix pot en la situaci6é control (p > 0.05 en tots els
casos; Figura 17A), mentre que la investigacié de la borumballa de
mascle castrat diferia de la de borumballa neta en el dia control, pero
sols en el primer dels tests (Dia 1, < 0.001; Figura 17B). L’exploracio
de la borumballa embrutada per femelles (Figura 17C) era intensa
durant els dies 1 i 2 (p < 0.001 en ambdoés casos), pero dequeia fins
als nivells d’exploracié del dia control els tests dels dies 3 i 4 (p >
0.05 per als dies 3 i 4). Finalment, el temps que les femelles
passaven investigant la borumballa embrutada per mascles (Figura
17D) es va mostrar significativament superior al temps investigant la
borumballa neta durant tot 'experiment (p < 0.05 per a tots els

tests).
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Figura 17. Histograma de barres del temps de quimioinvestigacié (mitjana + SEM)
que mostren les femelles de I’experiment 2 cap a la borumballa odorisada amb
citralva (A) o embrutada per mascles castrats (B), per altres femelles (C) i per

mascles intactes (D). Per a explicacié veure text, (*, p<0.05; **, p<0.001).

En resum, les femelles no exploren significativament més la
borumballa odorisada amb citralva que la borumballa neta, i si la
provinent de congéneres, encara que mostren diferents dinamiques
d’exploracié cap a borumballa procedent de diferents conespecifics.

De tal manera que la borumballa embrutada per mascles castrats i



per femelles va ser explorada de manera transitoria (encara que
l'exploracié de la borumballa embrutada per femelles era més
persistent), mentre que l’exploraci6é de la borumballa embrutada per

mascles no mostra evidéncies d‘habituacié al llarg de 'experiment.

2.2.4 Experiment 3: Analisi de les propietats

reforcants de les feromones atractives

Per a analitzar les possibles propietats reforcants de senyals quimics
procedents de diferents tipus de conespecifics, testarem si eren
capaces d’induir en les femelles adquisici6 de preferéncia pel lloc en
el qué es presentaven de manera sistematica (adquisici6 de
preferéncia de lloc o place preference), per mitja d'un paradigma de

place-conditioning adaptat de Crowder i Hutto (1992).

2.2.4.1 El test de preferéncia condicionada de lloc

El paradigma de preferéncia condicionada de lloc és un dels més
utilitzats per demostrar el valor reforcant d’estimuls naturals o de
drogues (Tzschentke, 1998). En aquests experiments es sol gastar

una caixa de test semblant a la de la Figura 18.



Figura 18. A) Caixa de place preference utilitzada en la major part dels estudis.
Com es pot observar, hi ha dos compartiments de caracteristiques fisiques
distintes (un amb ratlles i I’altre amb punts) per tal que ’animal els reconega
com a distints. Un dels dos sera el reforcat (I’animal hi trobara la recompensa) i
l’altre el no reforcat (I’animal no hi trobara cap recompensa). Al llarg de les
sessions d’aprenentatge, I’experimentador dona el suposat estimul reforcant a
I’animal i, immediatament després, el diposita al compartiment reforcat. Al final
d’aquestes sessions es mesura la preferéncia adquirida pel compartiment que ha
estat recompensant, mesurant si l’animal passa més temps en aquest
compartiment en abséncia de cap recompensa. B) Caixa de place preference que
utilitzem als nostres experiments. En aquesta, no reforcem tot un
compartiment, siné un dels recipients situats a un dels cantons, dipositant en
ell la borumballa embrutada per mascles intactes. L’altre pot no es reforcat
perqué el que conté és borumballa neta o de mascle castrat segons I’experiment.
A la imatge hem tractat de reflexar ’equivaléncia entre dues caixes, marcant
amb la mateixa trama de ratlles i punts les arees reforcades i no reforcades a

cadascuna d’elles.

Com es pot observar, la caixa te un compartiment menut neutre, que
dona entrada a dos compartiments majors de caracteristiques
fisiques diferents (per exemple, un amb ratlles i l'altre amb punts
com a la Figura 18A) per tal que 'animal els reconega com a distints.
Un dels dos sera el reforcat ('animal hi trobara la recompensa) i

laltre el no reforcat ('animal no hi trobara cap recompensa). Al llarg



de les sessions d’aprenentatge, l’experimentador dona a l’animal
lestimul suposadament reforcant i, immediatament després, el
diposita al compartiment reforcat. Al final d’aquestes sessions es
mesura la preferéncia adquirida pel compartiment que ha estat
recompensat, mesurant si l'animal passa més temps en aquest
compartiment que en l’altre en abséncia de cap recompensa.

El nostre test de preferéncia de lloc és molt diferent del classic i es fa
en caixes semblants a les dels experiments anteriors, com la que es
mostra a la Figura 18B. Durant les sessions d’aprenentatge, els
animals sén dipositats al centre de la caixa de test on poden explorar
lliurement tota la caixa i els dos pots qué hi ha dipositats al seu
interior. Per tal d’obtenir el refor¢ els animals han d’explorar de
manera activa el recipient que conté la borumballa estimul. Un dels
pots conté la borumballa suposadament recompensant, mentre que
l'altre conté borumballa neta, previsiblement no recompensant. Els
espais reforcat i no reforcat sén les arees proximes als dos pots i
l'animal fa servir referéncies espacials externes a la caixa (fites
rellevants de ’habitacié on es duu a terme el test) per tal d‘orientar-
se i reconéixer cadascuna de les parts de la caixa de test.

En funci6 de les propietats reforcants dels estimuls (borumballa) que
es presenten en els pots, 'animal adquirira preferéncia per situara-
se en l'area reforcada, de manera que mesurarem una permanencia

major en aquesta part que en la resta de la caixa o en les rodalies de



laltre pot. Pel contrari, si cap dels estimuls als qué té accés ’'animal
té propietats reforcants no trobarem diferéncies en el temps que

l'animal passa a les dues arees que envolten els pots.

2.2.4.2 Disseny experimental

En aquest experiment, tres grups d’animals (n=10 per grup) van ser
exposats a borumballa de femella (grup Femella), borumballa
embrutada per mascles castrats (grup Mascle Castrat) i borumballa
de mascle (grup Mascle), respectivament. Després de I'’habituacio i
del test control (borumballa neta als dos recipients, Dia 0), els
animals van ser exposats a 4 sessions d’aprenentatge (Dies 1-4, una
sessio de 10 minuts per dia) en les qué la borumballa embrutada per
conespecifics (femella, mascle castrat o mascle intacte segons el
grup) era sistematicament col-locada al mateix pot de la caixa. Amb
la intenci6 d’eliminar un possible efecte del costat en qué es presenta
la borumballa estimul sobre l’exploraciéo que les femelles porten a
terme sobre la mateixa, a la meitat dels animals de cada grup se’ls
presentava la borumballa estimul al pot de costat esquerre durant
totes les sessions d’aprenentatge (n=5 per grup) i a l'altra meitat al
pot del costat dret (n=5 per grup). L’altre pot contenia borumballa
neta en tots els casos. El comportament del animals durant els
primers 5 minuts del test control i de tots els tests preferéncia era

gravat. El dia 5, analitzarem si les femelles havien adquirit



preferéncia pel pot en el que la borumballa embrutada per
conespecifics havia estat col'locada durant els dies 1-4. Per a la qual
cosa es va realitzar un test en el que hi havia borumballa neta en
ambdoés recipients (test de preferéncia de lloc, Dia 5). Les dades del
control, tres de les sessions d’aprenentatge i del test de preferéncia

de lloc es van analitzar.

2.2.4.2 Resultats

Les femelles dels tres grups mostraren un comportament
d’exploracié equilibrat de tota la caixa en el test control (p > 0.4 en
tots els casos). En cada grup, cada subgrup en el qué la borumballa
va ser presentada a la dreta o l’esquerra mostraren una exploraci6
equivalent (p > 0.1 en tots els casos). Per tant, les dades dels dos
subgrups varen ser agrupades per a les analisis posteriors.

Les dades varen ser analitzades mitjancant una ANOVA de mesures
repetides amb TEST (control, 2n, 3r i 4rta sessié d’aprenentatge i
test de preferéncia de lloc) com a factor entre-subjectes i GRUP
(Femella, Mascle Castrat i Mascle) com a factor intra-subjectes. Les
dades de la primera de les sessions d’aprenentatge no varen
considerar-se per a l’analisi per tal d’evitar la influéncia d*un possible
efecte novetat. Els resultats de ’ANOVA mostraren una interacci6

significativa entre TEST i GROUP (Fgi08 = 2.564, p = 0.013), un



efecte significatiu del factor TEST (Fs,108 = 12.877, p < 0.001), i un
efecte quasi significatiu del factor GRUP (F227 = 3.243, p = 0.055).

Les comparacions per parelles al grup Mascle Castrat mostraren que
no hi havia diferéncies entre ’exploracié de la borumballa de mascle
castrat i la neta en cap dels dies analitzats, ni en les sessions
d’aprenentatge ni en el test de preferéncia de lloc (p > 0.15 en totes
les comparacions; Figura 19A). Les dades del grup Femella revelaren
que les femelles exploren significativament meés la borumballa
embrutada per altres femelles (en comparacié amb l’exploracié del
mateix recipient el dia del control) durant totes les sessions
d‘aprenentatge (p < 0.002 en totes les comparacions), perd en canvi
no mostraren preferéncia de lloc (p>0.9; Figura 19B)

Finalment, en el grup “Mascle” (Figura 19C) totes les sessions
d’aprenentatge diferien del control (p<0.05). I, el que és més
important, el comportament durant el test de preferéncia de lloc, va
ser també diferent del test control (p<0.01) i similar al de les sessions
d’aprenentatge (p>0.9 en tots els casos). Per tant, durant els dies en
qué van ser exposades a la borumballa de mascle (sessions
d’aprenentatge), les femelles van associar les senyals provinents de
mascle amb la part de la caixa en qué eren presentades, i van
desenvolupar preferéncia per aquesta localitzaci6. Aixi, durant el test
de preferéncia de lloc, aquesta preferéncia és expressada fins i tot en

abséncia de l'estimul.
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Figura 19. Histogrames de barres del temps (mitjana * SEM) que les femelles

estan sobre el pot que conté borumballa neta o embrutada durant les diferents

sessions de I’experiment 3. L’histograma A mostra el resultat del grup exposat a

borumballa embrutada per mascles castrats durante les sessions d’aprenentatge,

mentre que els altres histogrames ilustren els resultats del grups exposats a

estimuls derivats de femella (B)

i de mascles

intactes (C). Les analisis

estadistiques mostren que solament els senyals continguts en la borumballa

embrutada per mascles indueixen adquisisci6 de preferéncia de lloc (*, p<0.05;
** p<0.001).



2.2.5 Experiment 4: Dinamica de la preferencia de

lloc induida per feromones

2.2.5.1 Protocol

Una vegada comprovat que la borumballa embrutada per mascles
intactes conté certs senyals que tenen propietats reforcants per a les
femelles de ratoli, ens plantejarem estudiar quina permanéncia té en
el temps 'adquisié de preferéncia de lloc que aquestes indueixen. Per
a la qual cosa analitzarem el procés d’extincié del comportament de
preferéncia de lloc condicionana. El protocol en aquest cas va ser
similar al de I’Experiment 3, pero després del test de preferéncia de
lloc, els animals (n=16), varen ser exposats a 3 tests més en els qué
els dos recipients contenien borumballa neta (N/N1, N/N2 i N/Ns;
dies 8, 11 i 14). De la mateixa manera que a I’Experiment 3, a la
meitat dels animals se’ls va presentar la borumballa de mascle al pot
de la part esquerra de la caixa i a l’altra meitat al de la dreta. Les
dades del control, del test de preferéncia de lloc i dels tres tests N/N

posteriors varen ser analitzades.

2.2.5.2 Resultats

Les dades del test control revelaren que les femelles no preferien cap
dels costats (t = 1.702; p = 0.109). A més, el temps que passaven

explorant la borumballa de mascle era equivalent quan aquesta era



presentada a la dreta o a ’esquerra de la caixa (t d’Student, dades de
totes les sessions d’aprenentatge agrupades; t = 1.58, p = 0.12). Per
tant, les dades dels dos subgrups varen ser agrupades per a les
seglients analisis.

Per a analitzar les dades es va fer servir una ANOVA de mesures
repetides amb TEST (control, test de preferéncia de lloc i tres N/N
tests) com a factor intra-subjectes, que va revelar un efecte del factor
TEST (F460 = 11.037, p = 0.001). Les comparacions per parelles
posteriors indicaren que les femelles adquireixen una preferéncia de
lloc (dia S difereix del control; p = 0.027), que rapidament desapareix

(cap altre dia difereix del control , p > 0.05 en tots els casos; Figura

20).
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Figura 20. Histograma de barres que representa el temps (mitjana + SEM) que les
femelles estan sobre els dos pots durant els test control i els successius tests de
preferencia de lloc a I’experiment 4. El pot que ha contingut borumballa de
mascles intactes durant les sessions d’aprenentatge ve indicat per barres amb

linea grossa. Per a explicaci6 veure text (*, p<0.05; **, p<0.001).



Aco indica que, en abséncia de l'estimul reforcant (la borumballa

embrutada per mascles), la preferéncia apresa decau rapidament.

2.2.6 Experiment 5: Analisi de la volatilitat de les

senyals quimiques reforcants de mascle.

En aquest experiment estudiarem si els senyals reforcants
continguts a la borumballa de mascle so6n volatils o no volatils. A
més, com que es va fer servir borumballa de mascle castrat com a
estimul control, aquest experiment ens permeté comprovar si el
senyal contingut a la borumballa embrutada per mascles és

depenent de testosterona (com ja suggereixen els experiments 2 i 3).

2.2.6.1 Protocol

Els animals van ser assignats aleatoriament a dos grups. En el
primer grup (Volatils i No Volatils, V+NV, n=7), els animals podien
contactar amb la borumballa, de manera que tenien accés tant als
senyals volatils com als no volatils continguts en la mateixa. Als tests
que es realitzaren amb els animals de l’altre grup (Volatils’, V, n=9),
es va colllocar a la caixa una plataforma perforada que prevenia el
contacte directe amb la borumballa. Per tant, els animals d’aquest
grup tenien accés solament als volatils que emanaven d’aquesta.

El protocol que es va desenvolupar en aquest experiment va ser molt

similar al portat a terme a I'Experiment 3. Aixi, després de



I’habituacié (amb mascle castrat en els dos pots) les femelles varen
ser testades en la situaci6 control (mascle castrat en els dos
recipients, Dia 0, test control) i després varen ser exposades a 4
sessions d’aprenentatge (Dies 1-4, una sessio per dia), en les que la
borumballa embrutada per mascles intactes era collocada
sistematicament en un dels pots mentre que 1’altre sempre contenia
borumballa de mascle castrat. Igual que als experiments anteriors de
preferéncia de lloc, en cada grup el nuimero d’animals en qué la
borumballa de mascle intacte era presentada al pot de la dreta i el
numero d’animals en queé era presentat a l’esquerra estava
equilibrat. Finalment, el dia 5 testarem si les femelles havien adquirit
preferéncia de lloc pel pot en qué la borumballa de mascle intacte
havia estat presentada durant les sessions d’aprenentatge,
mitjancant un test amb borumballa de mascle castrat als dos pots
(test de preferéncia de lloc). Les dades del control, de les tres tltimes
sessions d’aprenentatge (la primera no va ser inclosa perqueé durant
aquesta el temps d’exploraci6 pot veure’s influenciat per 1’efecte

novetat) i del test de preferéncia de lloc van ser analitzades.

2.2.6.2 Resultats

En el test control, tant les femelles del grup Volatils (V) con les del
grup No-volatils (V+NV) mostraren un comportament exploratori de

la caixa equilibrat (p > 0.2 en tots els casos). En els dos grups, el



temps explorant els senyals quimics derivats de mascle no variava
quan aquestes eren presentades en la part dreta o en la part
esquerra de la caixa (ANOVA d’una via, dades de totes les sessions
d’aprenentatge agrupades; en els dos grups F < 1, p > 0.5). Per tant,
les dades dels dos subgrups varen ser agrupades per a les seglients
analisis.

La dinamica de quimioinvestigacié dels senyals quimics (tant volatils
con no volatils) derivats de la borumballa embrutada per mascles
front a 'embrutada per mascles castrats va ser estudiada mitjancant
una ANOVA de mesures repetides amb TEST (control i 1%, 2%, 3% and
4rta sessions d’aprenentatge) i ESTIMUL (mascle castrat i mascle
intacte) com factors intra-subjectes, i GRUP (V+NV i V) como a factor
entre-subjectes. Aquesta analisi revela una interaccié significativa
entre GRUP i ESTIMUL (F4.1:=9.202, p=0.009), aixi com un efecte
significatiu dels factors ESTIMUL (Fi14 = 10.82, p =0.005), TEST
(F4,11=3.837, p=0.008) i GRUP (F1,14=11.232, p=0.005). La resta dels
resultats de ’ANOVA no varen ser significatius (p-valor > 0.1).

La interacci6é entre GRUP i ESTIMUL indica que els animals dels dos
grups prefereixen de manera diferent un del estimuls. Les
comparacions per parelles mostraren que els animals del grup V+NV
prefereixen la borumballa de mascle intacte front a la de mascle
castrat (Figura 21A; p<0.001; asteriscos dobles en Fig. 17A) mentre

que els animals del grup V no (Figura 21B; p=0.867). De manera



consistent amb aquests resultats, l'analisi dels efectes simples
mostra un efecte significatiu del factor TEST sobre el comportament
exploratori dels animals del grup V+NV (p=0.004), perd cap efecte
(p=0.315) al grup V. En altres paraules, quan el contacte amb la
borumballa es permeés, de manera que els animals poden detectar els
senyals tant volatils com no volatils continguts en ella, les femelles
prefereixen la borumballa embrutada per mascles intactes front a la
de mascles castrats. En canvi, si 'accés als no volatils s’evita, les
femelles no mostren preferéncia per cap dels dos estimuls. Com que
en aquesta situacié les femelles s6n capaces de detectar els volatils
derivats de la borumballa, es pot concloure que el senyal contingut a
la borumballa de mascles que és innatament atractiu per a les
femelles és de naturalesa no volatil i depenent de testosterona. A
més, és de destacar que la dinamica d’aquesta atraccié en el grup
V+NV indica que no hi ha habituacié al llarg dels tests consecutius.
D’altra banda, 1’exposicio repetida a volatils en el grup V tampoc no
canvia el comportament exploratori dels animals.

Per ultim, la inducci6é de preferéncia de lloc per part dels senyals
volatils o no volatils va ser analitzada mitjancant una ANOVA de
mesures repetides amb el factor TEST (control i test de preferéncia
de lloc) i ESTIMUL (mascle castrat i mascle intacte) com a factors
intra-subjectes i factor GRUP (V i V+NV) com a factor entre-subjectes.

Aquesta analisi revela que la interaccié de tercer ordre TEST x GRUP



x ESTIMUL era significativa

(F1,14=5.714, p=0.031), aixi com les

interaccions dobles GRUP x ESTIMUL (F1,14 = 7.904, p = 0.014) i
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Figura 21. Histograma de barres del temps (mitjana + SEM) que les femelles dels

grup V+NV (A) i V (B) estan sobre el pot que conté borumballa embrutada per

mascles castrats (barres verd clar) durant tot l’experiment, i sobre el pot que

conté borumballa embrutada per mascles intactes (barres verd fosc;A). Les

analisis estadistiques mostren que solament al grup A, és a dir, quan els animals

poden detectar els senyals no volatils continguts a la borumballa embrutada per

mascles adquireixen preferéncia de lloc (*, p<0.05; **, p<0.001).



TEST x ESTIMUL (F1,:4=0.021, p=0.021) i el factor ESTIMUL
(F1,14=7.582, p=0.016). La resta de resultats de 'TANOVA no van ser
significatius.

Com pot ser observat a la Figura 21, i és confirmat per les
comparacions per parelles, els animals del grup V+NV adquiriren
preferéncia condicionada de lloc (control vs. test de preferéncia de
lloc, p<0.001; asterisc doble en la Figura 21) pero no els animals del
grup V.

En conclusid, aquest experiment indica que els senyals continguts
en la borumballa de mascles que indueixen una intensa
quimioinvestigacié6 aixi com l’adquisici6 de preferéncia per la
localitzaci6 en que soé6n presentades, es produeixen de forma
dependent de testosterona. Tambe indica que aquests senyals sén
no volatils o inclouen components critics no volatils.

Per tant, la borumballa de mascle conté certa/es senyal/s quimics
dependents de testosterona i de naturalesa no volatil que son

reforcants per a femelles de ratoli.



2.3DIScussIO

2.3.1 Consideracions metodologiques

A aquest capitol realitzem una série del qué anomenem tests de
preferéncia entre dos estimuls o d’eleccié simple (two-choice tests).
En ells els animals poden explorar lliurement una caixa a la que
tenen accés simultaniament a dos estimuls distints (borumballa neta
embrutada per diferents tipus de congéneres o odoritzada segons
l'experiment i el test), que sén col-locats en dos pots situats a costats
oposats de la caixa. Per tant, els animals poden elegir entre explorar
un estimul o un altre. Aix0 ens permet valorar l'atraccié que
exerceixen aquests estimuls sobre les femelles de ratoli per simple
comparacio6 del temps que aquestes investiguen cadascun d’ells.

Malgrat que a priori, i donada la seua simplicitat, aquest sembla un
bon disseny, els tests d’elecci6 simple presenten algunes limitacions

que cal comentar.

2.3.1.1 Efecte novetat

La primer limitaci6 que presenta el disseny dels nostres tests
d’eleccié simple és que els resultats que observem poden veure’s
influenciats pel qué es coneix com efecte novetat. Com hem dit

anteriorment, els ratolins s6n animals quimiosensorials, i basen el



seu coneixement del medi en la quimioexploraci6 de l’entorn, tant
per obtenir informacié relativa a la comunicacié intraespecifica, com
pel que té a veure amb la orientaci6 espacial, la detecci6o de
depredadors, fonts d’aliment, etc.. Per aixd, quan s6n introduits a un
ambient nou, com és la caixa de test, el seu comportament natural
és investigar tota la caixa usant fonamentalment els sistemes
quimiosensorials (quimioinvestigacié) i les vibrisses. Als nostres
experiments, el pot que conté la borumballa embrutada per
conespecifics constitueix un estimul olorés amb el qué pot ser les
femelles no han estat en contacte préviament, mentre la resta de la
caixa i l'altre pot contenen borumballa neta, amb la que les femelles
estan familiaritzades. Per tant, podria océrrer que el temps de
quimioinvestigacié que genera cada estimul estudiat (mascle, mascle
castrat i femella) no estiguera relacionat simplement amb la seua
rellevancia biologica, siné que es veiés incrementat en funci6 del seu
component de novetat. Aix0 podria emmascarar diferéncies en quant
a com d’atractius resulten de manera intrinseca cadascun dels
estimuls estudiats. Fins i tot, podriem pensar que la investigacio
d’algun dels tres estimuls, com és el cas dels mascles intactes o
castrats (veure discussio més endavant) es degués exclusivament a
un efecte novetat, donat que estavem utilitzant femelles quimicament

verges.



Aquest efecte novetat podria explicar perqué a 'Experiment 1 no es
veuen diferéncies entre el temps d’investigaciéo de la borumballa de
mascle castrat, mascle intacte i femelles, malgrat que els seglients
experiments demostren clarament que no tots tres tipus de senyals
son igualment rellevants per a les femelles de ratoli.

Una forma de descartar l’efecte novetat és analitzar la dinamica de
quimioinvestigacio dels estimuls d’interés intra-sessié, comparant el
temps d’exploraci6 que genera cadascun d’ells entre fraccions
temporals consecutives d'una mateixa sessié. Una altra manera és
analitzar la dinamica de quimioinvestigacié entre sessions, és a dir,
comparar el temps d’exploraci6 sobre cada senyal entre varies
sessions consecutives. De qualsevol d’aquestes dues formes el que
fem és comparar la quimioinvestigacié que genera cada senyal quan
aquest és nou (en la primera fraccié temporal o en la primera
exposicid), i quan no ho és (a les fraccions temporals o exposicions
seglients). A més, podem estudiar si es dona o no habituaci6é del
comportament d’exploracié al llarg de les sessions, el que també ens
proporciona informaci6 sobre la significacié biologica de cada
estimul.

Donats els resultats de I’Experiment 1, i amb l'objectiu d’intentar
discriminar un possible efecte novetat, varem dissenyar I’Experiment
2. En aquest experiment estudiarem la dinamica d’exploracié de la

borumballa embrutada per femelles, mascles castrats i mascles



intactes, en tres grups d’animals distints, durant 4 sessions
consecutives (una per dia). A més, afegirem un quart grup al que els
animals eren exposats a borumballa odorisada amb wuna olor
sintética que resulta neutra per a les femelles i que, previsiblement,
indueix investigaci6é solament degut a un efecte novetat donat que la
citralva no sembla tindre cap rellevancia bioldgica pels ratolins. Aixi,
podiem comparar, a més, la dinamica d’exploraci6 de senyals de
conespecifics amb la d'un senyal que no té significacié biologica per a
les femelles.

Escollirem la citralva com control per al nostre experiment perque és
una olor sintética i no implicada en la comunicacié intraespecifica, i
que ha estat préviament utilitzada en tests d’habituacio-
deshabituacié (Sundberg et al., 1982; Baum and Keverne, 2002) per
a analitzar la funcié olfactiva en ratoli (Luo et al., 2002; Agustin-
Pavén et al., 2007). En aquests tests d’habituacio-deshabituacio, els
ratolins exploren significativament la citralva en wuna primera
exposici6 dun minut, perd la seua quimioinvestigacié6 decau
rapidament (veure capitol 1). Aquest fet encaixa perfectament amb
un efecte novetat i indica que els ratolins no troben aversiva la
citralva (Luo et al., 2002).

Els resultats de l’experiment 2 indiquen que la citralva a penes
provoca exploracio, mentre que les borumballes embrutades per

diferents consespecifics desencadenen una exploraci6 significativa al



llarg d'una (mascle castrat) o diverses sessions (femella i mascle
intacte). Aquests resultats permeten descartar la influéncia de la
novetat sobre els resultats de exploracié de senyals de consespecifics
als nostres tests, i suggereixen que la intensa exploraci6 de la
borumballa embrutada per conespecifics esta reflectint la rellevancia
biologica dels senyals de femella, mascle castrat i mascle intacte per

a les femelles de ratoli.

2.3.1.2 Efecte sostre

Els nostres tests d’elecci6 simple, tal i com estan dissenyats no
permeten comparar més de dos estimuls simultaniament. Per tant,
no podem estudiar en un mateix test quina de les tres borumballes
(embrutada per femelles, mascles castrats o mascles intactes) és més
preferida. Malgrat aixo, comparant la quimioinvestigacié que genera
cada estimul front a la que indueix un mateix estimul control
(borumballa neta als nostres experiments) hom podria observar
quina borumballa indueix una quimioinvestigacié major i obtenir aixi
una escala de preferéncies.

Aixd és precisament el que preteniem amb I’Experiment 1 perd, com
ja hem comentat, els resultats d’aquest experiment no mostren
diferéncies entre el temps d’exploracié del les tres borumballes

estimul.



Aquest resultat es podria deure al que s’anomena efecte sostre, és a
dir, que al paradigma experimental utilitzat, el comportament
estudiat pot arribar a expressar-se fins un maxim no massa alt, un
sostre. Si els distints estimuls induiren una exploracié proxima a
aquest sostre potser no hi trobarien diferéncies significatives entre
ells en tests d’eleccié simple front a borumballa neta. Pensem que
aquesta és la explicacié més plausible per la abséncia de diferéncies
entre les borumballes embrutades per diferents conespecifics en
I’Experiment 1.

En aquests tests, la proporcié que representa l’area ocupada per la
borumballa estimul, respecte de ’area total a explorar del conjunt de
la caixa, és molt baixa. La caixa (Figura 22) té 50 x 25 cm de base i
30cm d’altura, dels quals aproximadament 10cm sén realment
explorables per les femelles. De manera que la superficie total de la
caixa que pot ser investigada (en blau a la imatge) és de:

50x25cm (de la base) + 10 x (50+50+25+25; de les parets)=2750 cm?.
Cada potet te 8 cm de diametre (mesurem 1 cm al voltant), i per tant
la seua superficie és d'uns 50 cm?2. Per aix0, l’area que ocupa
cadascun d’ells representa solament un 2% de la superficie total a

explorar.



Capitol 2. Les feromones sexuals de mascles son reforcants per a les femelles

de ratoli

Figura 22. Esquema de la caixa de test utilitzada als tests d’elecci6é simple, al
qué s’indiquen les dimensions de llarg (50cm), ample (25cm) i altura explorable

per les femelles de ratoli (10cm).

De fet, el temps que els animals inverteixen explorant el potet amb
borumballa de conespecifics (ja siga de femella, mascle castrat o
mascle intacte) varia entre uns 70 i 80 segons, el qué representa un
23-27% del temps de test, que és de 5 minuts. Aixi doncs, tot i que
sembla facil superar 70-80 segons d’exploracié en un test de 300
segons, suposa un increment molt notable del temps que
correspondria a una investigacié a l’atzar de la caixa (un 2% de 300
segons son 6 segons ).

Una possibilitat per estudiar quins senyals s6n més atractius tot
evitant aquest efecte sostre, seria enfrontar-los dos a dos en tests
d’elecci6 simple. Els tests que s’han realitzat en els qué es compara
la resposta investigadora cap a dos senyals distintes de conespecifics

simultaniament (Novotny et al., 1985; Drickamer, 1989; Ninomiya i
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Kimura, 1988; Keller et al., 2006b) indiquen que les femelles
prefereixen els senyals de mascle, tant front a les de femella com als
de mascle castrat. En el nostre laboratori hem demostrat que les
femelles quimicament verges mostren una preferéncia cap a la
borumballa de mascle quan es confrontada a borumballa de femella
(Moncho-Bogani et al.,, 2002) o a borumballa de mascle castrat
(resultats de I’ Experiment 5 en el present treball; Martinez-Ricos et
al., 2007). A més, aquesta és una resposta comportamental bastant
robusta, ja que s’ha mostrat independent dels nivells d’esteroides en

femelles (Moncho-Bogani et al., 2004).

2.3.2 Les femelles de ratoli exploren de manera

caracteristica les borumballes de diferents

conespecifics

Del que s’ha discutit abans es pot concloure que les femelles de ratoli
mostren una tendéncia innata a explorar senyals quimics de
conespecifics (independentment del seu génere o estat hormonal) que
és clarament superior a la que mostren per explorar olors
biologicament irrellavants com la citralva.

Perd a més, quan analitzem la dinamica d’exploraci6 de les tres
borumballes embrutades per conespecifics als tests de preferéncia
consecutius de ’Experiment 2 observem que la dinamica és diferent

per cada tipus de borumballa. Aixi, la borumballa de mascle castrat



(Figura 17) indueix una investigacié significativa el primer dia de
test, perd deixa de ser “atractiva” els seglients dies d’experiment. En
canvi, els senyals procedents de mascle intacte i femella son
investigats de manera persistent (tant a la primera com a la segona
sessio; Figura 17) sense evidéncies d’habituaci6 comportamental.
Aquest resultat indica que si be les senyals de mascle castrat sén
meés rellevants per les femelles que la citralva, no ho s6n tant com les
de mascle intacte o les d’altres femelles.

Pel qué fa a la borumballa embrutada per femelles, cal destacar que
les femelles utilitzades en aquest experiment si tenien experiéncia
prévia amb senyals d’altres femelles abans que els tests es portaren
a terme. Aixi, el fet que investiguen aquestes senyals intensament
demostra una vegada més que el test que fem servir no esta
detectant la exploracié de la novetat, siné que revela la significacio
biologica de I’estimul quimic explorat.

D’altra banda, la borumballa de mascle és la Gnica que continua
sent explorada amb intensitat durant els dies 3, 4 i 5, el que ja
apunta cap a un paper molt important d’aquests senyals per a les
femelles.

De fet, els experiments 3 i 5 indiquen que la borumballa embrutada
per mascles intactes, i en concret el seu component no volatil, és la

Unica capac¢ d’induir preferéncia de lloc, és a dir, és la Gnica que té



propietats reforcants per a les femelles, mentre que no ho sén ni els
senyals de mascles castrats ni els de femella.

A més a més, I'Experiment 4 mostra que la preferéncia de lloc
condicionada que adquireixen les femelles de ratoli cap al pot en que
troben les feromones reforcants de mascle durant les sessions
d’aprenentatge, s’extingeix rapidament. De fet, en la primera de les
sessions d’extinci6 ja no s’observa que els animals passen més temps
al pot en queé s’hi dipositava la borumballa de mascle. Cal destacar
que, en realitat, aquesta primera sessié d’extincié és el segon test en
que les femelles sé6n exposades a borumballa neta en els dos pots (al
primer test de preferéncia de lloc també hi ha borumballa neta en
ambdés recipients).

En conclusio, aquests experiments ens permeten concloure que la
femella reconeix, a partir de la borumballa i dels senyals que aquesta
conté, que hi ha passat un conespecific, el seu génere i, fins i tot, el
seu estat hormonal (en el cas dels mascles), ja que les femelles
mostren un comportament exploratori amb una dinamica
caracteristica front a cadascun d’aquests senyals. Per tant, el
conjunt dels experiments que hem realitzat ens permeten estudiar

les capacitats de reconéixer aquests trets dels conespecifics



2.3.3 Les feromones sexuals masculines, un nou

estimul reforcant per a les femelles de ratoli

2.3.3.1 Les feromones masculines indueixen
preferéncia condicionada de lloc a les femelles.

Als Experiments 3 i 5 hem analitzat les propietats reforcants dels
senyals continguts a la borumballa embrutada per mascles intactes,
mascles castrats i femelles en diferents situacions experimentals. En
tots dos experiments fem servir una adaptacio del paradigma
comportamental place-conditioning (que anomenem paradigma
d’adquisici6 de preferéncia condicionada de lloc). Aquest paradigma
es basa en el fet que quan un estimul que té propietats reforcants es
presentat de manera sistematica en la mateixa posicié d’'una caixa de
test al llarg d’'una série del que anomenem sessions d’aprenentatge,
els animals desenvolupen una preferéncia condicionada per aquesta
localitzacié de la caixa, que manifesten inclis en abséncia de
I’estimul reforcant.

Com ja hem comentat al punt 2.2.4.1 hem fet servir una adaptacié
particular del métode de Crowder i Hutto, 1992, al qual durant les
sessions d’aprenentatge, I’animal és lliure de recérrer tota la caixa i,
per tant, pot investigar de manera activa tot el que aquesta conté,

inclosos els pots amb els estimuls, i la obtencié del refor¢ (la



borumballa) sera consequiiéncia del seu comportament exploratori.
Aquest procés és equivalent al fet que la pressié d’'una palanca es
veja reforcada per l'obtenci6 duna recompensa a un paradigma
operant classic en caixa d’Skinner. Per tant, el métode utiltizat per
nosaltres, si bé esta basat en el paradigma classic de place
preference, és de caracter instrumental (Corwder i Hutto, 1992).

En aquest punt és important destacar, que ['nic intent de
demostrar les propietats reforcants de les feromones sexuals en
rosegadors que s’havia realitzat fins ara és el portat a terme per
Coppola i O’Connell, al 1988. Al seu treball es testaven les propietats
reforcants de les feromones sexuals de femella per a mascles de
hamster, en una tasca operant en la qué els mascles havien de
pressionar una palanca per obtenir flux vaginal de femella (vaginal
discharge, HVD), que constituia la recompensa. Els resultats
indicaren que la resposta de pressionar la palanca no es veia
reforcada. Pero cal destacar el fet que la HVD va ser presentada com
una beguda (era diluida en aigua i administrada com una beguda,
fins i tot els hamsters havien estat privats d’aigua préviament) i no
com a font de feromones. Per tant, probablement la causa d’aquests
resultats fora que el disseny experimental no era l'adequat. Amb
aquest disseny, els resultats, més que negatius, sé6n inconclusius, i

posen de manifest com dimportant és plantejar un disseny



experimental apropiat per a cada cas en funci6 de les
caracteristiques concretes de l'estimul.

El nostre paradigma d’adquisici6é de preferéncia condicionada de lloc,
en canvi, esta dissenyat adequadament per estudiar les propietats
reforcants de les feromones sexuals, perque la forma en queé les
femelles poden accedir a lestimul reforcant, les feromones, és
explorant borumballa embrutada per conespecifics i detectant-les a
través del seu sistema vomeronasal, d'una forma molt semblant a
com ho farien en condicions naturals.

Aplicant aquest paradigma, doncs, I'Experiment 3 mostra, com ja
hem comentat abans, que la borumballa embrutada per mascles
intactes conté senyals quimics que sén reforcants per a femelles de
ratoli. I els de I’Experiment 4 mostren que l'adquisicié de preferéncia
de lloc induida per les feromones sexuals de mascle s’extingeix
rapidament, ja que a la primera sessi6é d’extinci6 les femelles ja no
passen significativament més temps sobre el pot que contenia la
borumballa embrutada per mascles durant les sessions
d’aprenentatge. D’altra banda, el fet que els senyals de femella no
provoquen adquisici6 de preferéncia de lloc malgrat induir una
intensa investigacié (experiments 1 i 2), demostra que els resultats
obtinguts respecte de les propietats reforcants de les feromones

masculines no sén inespecifics.



A més a més, els resultats de I'Experiment 5 demostren que perqué
la borumballa embrutada per mascles tinga propietats reforcants per
a les femelles, cal que aquestes puguen fer contacte directe amb ella.
Aix0 indica que almenys part d’aquests senyals s6n no volatils. De
fet, tant la preferéncia incondicionada com el desenvolupament de
preferéncia de lloc induida per la borumballa embrutada per mascles
(Figura 21) requereixen del contacte directe amb aquesta. Per tant,
aquests resultats, junt amb els obtinguts al capitol anterior, ens
permeten concloure que la borumballa de mascle conté senyals
quimics no volatils i detectats per 'OVN que tenen propietats
reforcants per a femelles de ratoli.

Ja la década dels 80’ el grup de Beauchamp i collaboradors
(Beauchamp et al., 1982, 1983, 1985) demostraren que l'orina de les
femelles de conillets dindies indueix un intens comportament
d’'investigacié en mascles, perdo que aquesta resposta decau amb el
temps, fins desaparéixer, en animals amb I'OVN lesionat. La
interpretacié que aquests autors donaren als seus resultats fou que
les femelles de conillets dIndies generen algun tipus de senyal que
en ser detectada per 1’0rgan vomeronasal dels mascles tindria
propietats reforcants per aquests, de manera que induiria una
intensa quimioinvestigaci6 dels mascles cap a les marques de
femella. Aquests senyals reforcants podrien ser associats a altres

estimuls de les femelles, com per exemple senyals volatils oloroses,



de manera que aquests reforcants secundaris causarien també una
resposta quimioinvestigadora. De la mateixa manera que ocorre amb
qualsevol aprenentatge associatiu, ’exposicio a l’estimul condicionat
sense la preséncia de l’estimul incondicionat, acaba produint una
extincié de la resposta condicionada. Aixi, en aquest cas, la lesi6 de
’OVN i, per tant, la incapacitat dels mascles de detectar les
feromones reforcants, produiria una lenta extincié de la resposta
quimioinvestigadora generada pels volatils, ja que aquests perdrien
el seu valor reforcant condicionat. Aquesta interpretacié s’ajusta
perfectament als nostres resultats d’aquest capitol i del capitol
anterior.

La identitat del senyal quimic masculi reforcant és, hui per hui, una
questi6 molt debatuda (veure baix). Les nostres dades aporten
informacié valuosa per aquest debat. Aixi, la diferéncia entre les
respostes comportamentals de les femelles cap a la borumballa
embrutada per mascles intactes i per mascles castrats als
experiments 2, 3 i 5 demostra que aquests senyals dels mascles es
produeix de forma dependent de testosterona. A més, donat que la
resposta que aquesta(es) substancia(es) desencadenen en les
femelles s6n innates o estereotipades (atraccié i reforg), podem
afirmar que aquests senyals masculins encaixen perfectament en la
definici6 del qué seria una feromona sexual (veure Introducci6). Per

tant, els experiments dels capitols 1 i 2 en conjunt, ens permeten



concloure que la borumballa embrutada per mascles conté
feromones sexuals no volatils detectades per 1'OVN, i que so6n
reforcants per a femelles de ratoli.

Aquests resultats constitueixen la primera demostracié en mamifers
de lexisténcia de feromones sexuals, implicades en latraccio
intersexual, i indiquen que aixo és degut a les propietats reforcants
incondicionades (no apreses) que les feromones sexuals tenen per als

congeéneres de l’altre sexe.

2.3.3.2 La significaci6 biologica del valor reforcant de
les feromones sexuals

En la comunicaci6 intraespecifica en rosegadors sén de gran
rellevancia les marques (senyals quimics) deixades a l’entorn per
certs individus i que s6n detectades per altres individus. Com hem
vist anteriorment, a partir d’aquests senyals els ratolins poden
reconéixer la preséncia dun conespecific, el seu génere i fins i tot el
seu estat hormonal, el que té molt a veure amb el seu estatus de
dominancia dins del grup social al qué pertanyen (veure Hurst i
Beynon, 2004). Per aix0, quan els mascles deixen marques a ’'entorn
no sols delimiten quin és el seu territori siné que deixen un senyal
honest del seu estatus de dominancia tant per altres mascles
competidors, com per femelles. A partir d’aquestes marques, les

femelles poden valorar la qualitat d'un mascle com a possible parella



sexual. De fet, existeix una correlacio entre ’estatus de dominancia,
la grandaria del territori que defensa i el nimero de copules amb
femelles que els mascles realitzen (Crowcroft i Rowe, 1963; Poole i
Morgan, 1976). Per tant, mantenir les marques propies i no deixar
que els mascles competidors deixen les seues al seu territori és de
vital importancia perque els mascles mantinguen la seua posici6 de
dominancia, el que en Tultim terme determinara les seues
probabilitats de ser escollits com a parella sexual i reproduir-se. Es
per aixé que els mascles contramarquen (dipositen marques propies
sobre, o a prop) els senyals de mascles competidors (Hurst i Beynon,
2004), per fer prevaldre les seues.

D’altra banda, el contramarcatge també es realitza sobre marques de
possibles parelles sexuals (veure Hurst 1990 a,b i ¢, Rich i Hurst
1999 i Hurst i Beynon, 2004). De fet, quan les femelles troben
marques d'un mascle que els sembla una bona parella sexual, deixen
una marca propia a sobre o prop d’ella per informar-los de la seua
preséncia i afavorir aixi un encontre sexual amb aquest individu
(Hurst i Beynon, 2004).

En aquest context el valor reforcant de les feromones sexuals podria
ser critic, perqué d’'una banda podria ser la causa de que les femelles
investigaren intensament els senyals de mascle, és a dir, podria
reforcar aquest comportament. Com hem vist, aquesta exploraci6 pot

ser de gran importancia en el context de la reproduccié. A meés,



podria ser la garantia de que les femelles contramarcaren els senyals
de mascle o, fins i tot, de qué romangueren properes al lloc on han
trobat aquesta marca, el que afavoriria ’encontre sexual amb el
mascle responsable del senyal.

També és important destacar que les marques que deixen els
mascles a l’entorn sén no volatils (Hurst i Beynon., 2004), la qual
cosa presenta 'avantatge que no es dispersen i perduren al lloc on
l'individu les ha deixades més temps que si foren volatils (Armstrong
et al., 2005). Pero aquest fet té l'inconvenient que no poden ser
detectades a distancia.

Atenent als nostres resultats, aquestes marques contindrien les
feromones sexuals no volatils i reforcants, que serien responsables
de que les femelles les investigaren. Potser també contindrien
molécules volatils, perd que resultarien neutres per a femelles sense
experiéncia prévia amb senyals de mascle i, per tant, no resultarien
atractives malgrat que foren detectades a distancia. Per aixd cal que
les femelles facen contacte directe amb les marques per identificar-
les com a senyals de mascle i portar a terme els comportaments
d’investigacié i/o contramarcatge corresponents.

Perd com indiquen els resultats de Moncho-Bogani i collaboradors
del 2002 i els del Capitol 1 d’aquesta tesi, les femelles adquireixen
una preferéncia pels volatils de mascle que a priori els resultaven

neutres després de l’experiéncia conjunta aquests volatils i les



feromones sexuals reforcants. Per tant, durant el contacte amb les
marques de mascle, les femelles podrien adquirir preferéncia pels
volatils que aquestes contenen. D’aquesta forma, quan les femelles
detectaren els volatils d'un mascle a distancia, ara si que els
resultarien atractius, i s’hi aproximarien.

De fet, Ramm et al., (2008) han trobat, que les femelles sense
experiéncia prévia amb mascles requereixen del contacte directe amb
lorina de mascle per a preferir-la front a la d’altres femelles, perd
que una vegada tenen experiéncia amb mascles si prefereixen els
volatils de la seua orina. Aquests resultats estan en total coheréncia
amb els nostres, i corroboren que cal de ’associaci6 dels volatils, que
en principi sén neutres, amb no volatils reforcants, perque els
primers puguen adquirir significaci6 i les femelles se’n senten
atretes.

La peculiaritat dels resultats de Ramm et al., (2008) respecte dels
nostres, és que aquest treball mostra que l’associacié és especifica
per a un mascle en particular, és a dir, que les femelles adquireixen
una preferéncia pels volatils del mateix mascle de qui provenien les
feromones no volatils amb les qué han tingut contacte préviament.
Aquest resultat té molt de sentit en el context de la comunicacio
intersexual a través de marques deixades a lentorn, ja que
significaria que en contactar amb una marca no volatil i reforcant

d’'un mascle concret, les femelles desenvoluparien preferéncia pels



volatils d’aquest mascle i no d’un altre, cap als qué ara si que se’n
sentirien atretes.

En conclusi6, la rellevancia biologica del valor reforcant de les
feromones sexuals tindria a veure per una banda amb assegurar els
comportaments d’investigacidé i potser contramarcatge dels senyals
de mascle per part de les femelles, que tanta importancia tenen en el
context de la reproduccié. A més, facilitaria que les femelles
desenvoluparen preferéncia per volatils de mascle, de manera que
s’optimitzaria la trobada d’aquests des de la distancia. A més, pel
que indiquen els resultats de Ramm et al., (2008), el procés seria tan
especific que les femelles adquiririen preferéncia de manera concreta
pels volatils del mascle les marques no volatils dels quals han estat
investigades préviament i han resultat més atractives (per exemple
per tractar-se d'un mascle dominant amb nivells molt alts de

testosterona).

2.3.4. El significat biologic de la intensa exploracio

de la borumballa de femella

Tant els resultats de ’Experiment 2 com els del 3 posen de manifest
que les femelles de ratoli investiguen molt intensament els senyals
provinents d’altres femelles. Atenent al fet que les feromones

femenines no tenen propietats reforcants per a altres femelles (ja no



que indueixen preferéncia de lloc, com mostra I'Experiment 3), se’ns
planteja la questi6 del per queé d’aquesta intensa exploracio.

Com ja hem explicat anteriorment, la borumballa embrutada per
conespecifics conté una gran quantitat de senyals quimics que
proporcionen informaci6 sobre la identitat, el génere i lestat
hormonal (i de dominancia) dels individus que han deixat eixes
marques. També hem parlat de la rellevancia que tenen aquestes
marques en la comunicacié entre mascles, i entre mascles i femelles.
Ara bé, les femelles també deixen marques a l’entorn que contenen
informacié rellevant per a altres femelles (Hurst 1990 a, b i c), si bé
no amb connotacions sexuals sino agonistiques. Per exemple, les
femelles dominants d'una colonia, deixen un patré de marques
caracteristic per delimitar el seu territori. Aixi, el defensen de
femelles dominants d’altres colonies, i també mantenen la seua
posicié dominant dins la jerarquia de la propia colonia. De forma
similar a com ho fan els mascles, les femelles també contramarquen
senyals d’altres femelles per a intentar mantenir la seua supremacia
d’un territori (Hurst 1990 a, b i c).

Per tant, no és estrany que les femelles investiguen durant tant de
temps els senyals provinents d’altres femelles als nostres tests, ja
que aquestes contenen informacié6 molt rellevant per a la seua

supervivencia. Fins i tot podria océrrer que durant aquesta



exploraci6 també estigueren contramarcant els senyals que hi troben
d’altres femelles.

Pel qué fa a la identitat quimica de les feromones de femella hi ha
pocs estudis sobre aquest tema. S’ha trobat una molécula que es
troba en l'orina de femella de ratoli i endarrereix la pubertat en altres
femelles la 2,5-dimethylpyrazina (Novotny et al., 1985; Jemiolo et al,
1989). Perd malgrat aixo, la majoria dels treballs que estudien la
naturalesa quimica de les feromones de femella analitzen els senyals
que tenen efectes sobre mascles, és a dir, busquen la identificacié de
les feromones sexuals de femella implicades en la comunicacié
intersexual.

En aquest sentit, la feromona femenina més coneguda és ’afrodisina
(veure revisio Briand et al., 2004). Amb el terme afrodisina (Singer et
al., 1990; Briand et al., 2000) es coneix la feromona sexual que es
troba al flux vaginal de les femelles de hamster daurat (Mesocricetus
auratus) i que indueix el comportament de munta dels mascles
(Singer et al., 1986). L’expressi6 del gen de l'afrodisina és alta a les
glandules del cervix de 1"ater de les femelles de hamster i la proteina
es troba a la superficie de la vagina i és alliberada al flux vaginal de
femella (vaginal discharge, HVD; Kruhoffer et al., 1997). La detecci6
d’aquesta feromona es produeix sense cap dubte a través de 1’6rgan
vomeronasal, ja que 1’exposici6 dels mascles a ella indueix 1’activacié

de I'OVN (Singer et al., 1986; 1987) i, a més, els efectes



comportamentals de l'afrodisina so6n abolits per 1’eliminacié de ’'OVN
(Clancy et al., 1984). D’altra banda, la seua estructura es coneix
perfectament, ja que l'afrodisina ha estat aillada i caracteritzada, i
s’ha vist que té una similitud estructural amb les proteines
principals urinaries dels mascles de ratoli (Major Urinary Proteins o
MUPs) molt alta (Henzel et al., 1988; Magert et al., 1995). Malgrat
aix0 no hi ha cap tipus d’evidéncia de que l’afrodisina unisca
molécules volatils com si fan les MUPs, el qué apunta que l’efecte
feromonal d’aquesta proteina es deu a ella mateixa, i no a la uni6
amb alguna altra substancia (Singer et al., 1990). De fet, I'afrodisina
no perd el seu efecte malgrat que se li someta a tractaments amb els
quals se eliminen els volatils, esteroides o péptids als qué poguera
estar unida (Singer et al., 1984).

Seria possible que l'afrodisina provocara una resposta sexual en
mascles i de caracter agonistic en femelles de la mateixa manera que
altres feromones tenen un efecte sobre individus del mateix génere i
totalment oposat als dels génere contrari. Aquest és el cas, per
exemple, de la brevicomina i la tiazolina, secretades per mascles i
que produeixen respostes agressives per part d’altres mascles i
atracci6 per part de les femelles.

En tot cas, aquesta seria una hipotesi que caldria comprovar.



2.3.5. La borumballa de mascle castrat conté

senyals d’identitat

Els resultats de I’Experiment 2 ens permeten concloure que la
investigaci6o de borumballa embrutada per conespecifics es deu a la
seua rellevancia biologica, fins i tot per al cas de la borumballa de
mascle castrat. Aquests resultats semblen sorprenents, atenent al fet
que la borumballa de mascle castrat no conté senyals que
identifiquen génere o estatus de dominancia (que depenen de
testosterona; Albers et al., 2002). D’altra banda, hem vist abans que
els rosegadors sén capacos de discriminar entre diferents individus, i
per tant, deuen existir senyals que codifiquen aquesta identitat o
perfil geneétic. Aquests senyals podrien ser els responsables de la
investigacio que genera la borumballa de mascle castrat.

Les olors associades al Complex Major d’Histocompatibilitat de tipus
I (MHC 1, de l'anglés Major Histocompatibility Complex ]), implicades
en la resposta immune, semblem tenir un paper en el reconeixement
de la individualitat tant en rosegadors com en humans (Eklund
2000; Ferstl et al., 1992; Wedekind et al., 1995). Aquestes complexos
son glicoproteines insertades en les membranes cel-lulars, formades
per dues cadenes (la pesada, a, i la lleugera, (), organitzades de
manera que formen un Unic lloc d'uni6é al qual interaccionen amb

ligands (Figura 23)



Capitol 2. Les feromones sexuals de mascles son reforcants per a les femelles

de ratoli

Figura 23. Estructura molecular de les cadenes a i B del complex major
d’histocompatibilitat (adaptat de Singh, 2001). La cadena pesada consta de tres
dominis (al, a2, a3) i la cadena lleugera d’un sol, la B-microglobulina (f2m). Els
dominis al i a2 s’enllacen de manera que formen una plataforma d’unié a la qué
pot unir-se un péptid d’uns nou aminoacids. La cadena B2m estabilitza la unié
d’aquest péptid i afavoreix que tota la molécula romanga unida a la membrana

cel-lular.

Aquest lloc d’'uni6 esta normalment ocupat per fragments proteics
del propi individu, resultat de la proteolisi de polipéptids endogens.
Quan es dona una infecci6 aquest lloc d’unié pot ser ocupat per
péptids derivats de 'organisme infeccids, i és el complex resultant el
que es reconegut pel sistema immune com a indici de la infecci6.

Les MHC I sén polimorfiques, i d’enorme variabilitat entre individus,
tant més distintes quant menor és el parentesc entre els individus, el
que les fa serioses candidates per a ser les responsables de codificar
la individualitat. A més, el polimorfisme d’aquestes proteines també

es déna dins del mateix individu, de manera que la variabilitat en la
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conformacié dels llocs d’unio6, i per tant, en ’espectre de mol-lécules
que poden unir també és enorme.

D’altra banda, s’ha vist que aquests complexes també es troben en la
sang, lorina i la limfa, i la seua secreci6 no sembla regulada per
testosterona (Peele et al., 2003). Tot aix0 ha fet que es propose la
teoria del Transportador (Carrier Hypothesis: Singh et al., 2001),
segons la qual, a més d’unir fragments proteics, el lloc d’uni6 de les
MHC I podria unir també molécules menudes, volatils (olors). Aixi,
després de determinats processos de proteodlisi, el complex es
degradaria progressivament, fins que solament quedara el lloc d’uni6
amb aquest volatil (que tindria un pes mol-lecular aproximat de 27
KDa; Figura 24). Aquest peptid derivat de les MHC I seria excretat al
medi a través de lorina portant amb ell una substancia volatil
olorosa, i actuant com a reservori de la mateixa d’igual forma que ho
puguen fer les MUPs (veure discussio anterior) o altres lipocalines.
Degut a l'alt polimorfisme de les MHC I entre distints individus,
també ho sera l'espectre de volatils units a MHC I, de manera que el
perfil olor6s MHC i-volatils que excrete cada animal seria Unic, i per

tant, podria ser suficient per a codificar la seua identitat.



Capitol 2. Les feromones sexuals de mascles son reforcants per a les femelles

de ratoli

Figura 24. Esquema de la hipotética ruta de les molécules de MHC des de la
membrana de les cél-lules fins I’orina (adaptat de Singh, 2001). A. L’ancorament
de la molécula a la membrana es trenca i aquest queda lliure en forma soluble en
la circulaci6. B. La molécula circula com un heterodimer, format per les cades a i
B. C. Les cadenes a i B també es separen entre si, el que té com a conseqiiéncia
un canvi conformacional que fa es solte el péptid unit. D. La molécula resultant,
que té lliure el lloc d’unié és capac¢ d’unir un ampli espectre de molécules, com

per exemple volatils.

Aquesta teoria cobra forca quan es va caracteritzar l'expressio de
gens del MHC en les neurones de I'drgan vomeronasal (Ishii et al.,
2003; Loconto et al., 2003), el que va proporcionar una via sensorial
i anatomica que suportava aquesta hipotesi.

El descobriment que en ratolins podia haver olors que indicaren
individualitat i que estigueren relacionades amb el MHC el va fer
Yamakazi i col-laboradors al 1976, qui va veure que els ratolins eren
capacos de distingir entre les olors de dos animals que solament
diferien en el seu perfil MHC. A banda, s’ha testat la seua implicaci6
en la codificacié de la individualitat mitjancant experiments de tria

de parella (mate choice), tant per part dels mascles (Yamakazi et al.,
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1976), com per part de les femelles (Potts et al., 1991), aixi com en
experiments d’induccié d’avortament (pregnancy block o efecte Bruce;
(Yamakazi et al., 1983b, Leinders-Zufall et al., 2004) en els qué s’ha
vist que solament canviant el perfil d’aquests péptids en l’'orina del
mascle que ha deixat prenyada a una femella, el contacte amb
aquesta orina indueix avortament en la femella (Leinders-Zufall et
al., 2004) el que vol dir que la femella es capa¢ de detectar que es
tracta d’'un mascle diferent. A banda, també s’ha demostrat que
participen en el marcatge de parentesc (Manning et al., 1992;
Yamazaki et al., 2000).

A les MUPs, també se’ls ha trobat un paper relacionat amb el
marcatge d’individualitat (Hurst et al., 2001) en el context de la
comunicacié entre mascles. Donada la seua estructura també poden
unir mol-lécules volatils i actuar com a reservoris d’aquests volatils, o
fins i tot tenir un paper feromonal propi, pero s’ha vist que la seua
secrecio depén de testosterona (Peele et al., 2003), per tant no serien
les responsables de la investigacié que genera la borumballa de

mascle castrat.






3. CAPITOL 3:

Circuit neural del
refor¢c de feromones:
iInduccio de I'expressio

del proto-oncogen c-fos.



3.1INTRODUCCIO

Els estudis realitzats als capitols anteriors demostren que els
mascles de ratoli secreten o excreten certes feromones sexuals que
tenen propietats reforcants per a les femelles. A més, hem demostrat
que aquestes feromones so6n detectades per ’organ vomeronasal, i no
mitjancant el sistema olfactiu principal.

Aquestes dades demostren, per tant, l'existéncia d'un nou estimul
reforcant natural, les feromones sexuals, i plantegen la interessant
questio de quins son els mecanismes neurals del refor¢ induit per
aquests estimuls. Més especificament, resulta important investigar si
les propietats reforcants de les feromones so6n processades pels
mateixos circuits que utilitzen altres estimuls reforcants, detectats
per altres sistemes sensorials, com ara el sabor dolc. Es a dir,
existeix un Unic sistema neural del refor¢? O pel contrari cada tipus
d’estimul té circuits i mecanismes propis per la senyalitzacié del
reforg?

Classicament, la projecci6 que s’ha considerat critica en relaci6 als
mecanismes del plaer i el reforc, és la via dopamineérgica tegmento-
estriatal, que connecta l’area tegmental ventral (ATV) amb el nucli
accumbens. De fet, la hipotesi classica sobre el paper de la dopamina
en la hedonia proposada formalment per Wise i Rompré (1989),

suposava que l’alliberament de dopamina al nucli accumbens des



dels terminals tegmentals era el fenomen causal del plaer. Aquesta
hipotesi es basava fonamentalment en resultats d’experiments
d’autoestimulaci6 intracerebral i en l'efecte de farmacs antagonistes
de la dopamina en els comportaments instrumentals induits per
estimuls gratificants. En aquest sentit, algunes dades experimentals
més recents utilitzant paradigmes poc instrumentals, suggereixen
que la gratificacié i el refor¢ induit pel sabor dol¢ de la sacarosa o la
sacarina depén en gran mesura d’aquesta via (per a una revisio
veure Wise, 2004). Aixi, petites lesions de les mneurones
dopamineérgiques de T'ATV disminueixen significativament Ila
preferéncia dels animals per una solucié endolcida amb sacarosa
front a aigua (Shimura et al., 2002; Martinez-Hernandez et al.,
2006). A més, els animals amb lesions grans de ’AVT mostren afagia
(manca total d’ingesta de menjar solid) i adipsia (manca absoluta
d’ingestié6 d’aigua i liquids; Martinez-Hernandez et al., 2006), que
suggereixen un paper clau de la via dopamineérgica tegmento-
estriatal en els comportaments apetitius d’ingesta (Yoshida et al.,
1992; MacDonald et al., 2004) donant aixi recolzament a la hipotesi
dopamineérgica de la hedonia.

De fet, les tultimes investigacions del grup de Kent Berridge, del
“Affective Neuroscience and Biopsychology Laboratory” de la
Universitat de Michigan (USA) han demostrat que Ila

neurotransmissié opioidérgica a l'escorca (shell) del nucli accumbens



(NAC) hi juga un paper fonamental en la senyalitzaci6 de les
propietats reforcant del sabor dol¢. Aixi, els farmacs agonistes dels
receptors per als opiodes del tipus pu potencien el plaer del sabor
dol¢c, mesurat per les expressions facials d’hedonia, només si
s’apliquen intracerebralment a un locus concret de l’escorca del NAC
(Pecifia i Berridge, 2005).

Pero, des de la seua formulaci6, la hipotesi dopamineérgica de la
hedonia ha rebut fortes critiques ben fonamentades i,
consequientment, les idees sobre la neurobiologia del refor¢ han anat
modificant-se sensiblement al llarg dels ultims anys. D’una banda,
els circuits dels refor¢c s’han ampliat incloent-hi altres centres
profusament connectats amb el nucli accumbens i IAVT, i
interconnectats entre ells. Aixi, ’escorca prefrontal medial (EPFm) i
l'amigdala basolateral reben projeccions dopaminérgiques des del
tegment (Swanson, 1982; Martinez-Hernandez, 2008/9), i tots dos
centres projecten a l'estriat ventral i estan connectats entre ells de
forma reciproca. Es a dir, les arees de I’amigdala basolateral i de
’EPFm que projecten a una mateixa porci6é de l’estriat ventral estan
interconnectades (McDonald, 1991). Per aquesta rad, entre d’altres,
actualment hom considera el cortex prefrontal medial (Routtenberg i
Sloan, 1972) i l'amigdala basolateral (Baxter i Murray, 2002) com
nodes importants en el circuit cerebral del reforc. A més, hi ha una

solida evidéncia de que no sols el nucli accumbens, siné també altres



zones de lestriat com ara el tubercle olfactiu (Ikemoto, 2003)
participen en els processos de refor¢c, almenys en els induits per
drogues addictives. Aixi doncs, les dades experimentals disponibles
en l'actualitat indiquen clarament que el circuit cerebral del plaer és
quelcom més que la connexi6 dopaminérgica entre la ATV i el nucli
accumbens, incloent-hi a més diferents regions de l'estriat ventral, el
cortex prefrontal i l'amigdala, aixi com altres neurotransmissors
(Kelley i Berridge, 2002).

D’altra banda, als ultims anys s’acumulen dades que indiquen
l'existéncia de mecanismes de gratificacié, parcial o totalment
independents de la projecci6 tegmento-estriatal dopaminérgica (veure
Spanagel i Weiss, 1999; Berridge i Robinson, 2003). Per aixo, el
paper d’aquesta projecci6 en els processos de refor¢c comportamental
esta sent revisat (Wise, 2005). En aquest sentit, s’ha suggerit que la
dopamina no esta implicada en la senyalitzacié del valor hedonic dels
estimuls, siné d’altres caracteristiques d’aquests tals com la seua
novetat o rellevancia, o del valor dels estimuls com a predictors de
un refor¢ imminent (veure Schultz, 2007).

Donat que la major part dels estudis sobre els mecanismes del reforc
s’han dut a terme usant com a estimuls reforcants el menjar, el
sabor dol¢ o drogues d’abus, el descobriment dun nou tipus
d’estimul reforcant natural, les feromones sexuals (Capitol 2) pel

nostre grup, ens permet re-estudiar la quiestié per comprovar si la via



ATV-escorca del NAC esta implicada en la senyalitzaci6 del refor¢ de
feromones de la mateixa manera a com ho esta al refor¢ d’altres
estimuls plaents, o si els mecanismes de senyalitzacié del refor¢c de
feromones son diferents dels d’altres estimuls reforcants naturals.

En aquest sentit, els estudis de José V. Moncho-Bogani sobre
l'expressi6 de c-fos induida per l'exploraci6 de les feromones
masculines a femelles de ratoli, indiquen que I'ATV de femelles
quimicament verges no és activada per feromones masculines, perd
en canvi si ho es l'escorca del NAC (Moncho-Bogani et al., 2005).
Aix0 suggereix una activaci6 de l'estriat ventral independent de la via
tegmento-estriatal classica. De fet, les lesions excitotoxiques de 'ATV
realitzades per José Martinez-Hernandez, eliminaven la preferéncia
per sacarosa perd no alteraven la preferéncia innata que les femelles
mostren cap a feromones masculines. Per tant, confirmaven que
mentre el refor¢c de la sacarosa depén de la via tegmento-estriatal
classica, el de les feromones sexuals vindria mitjancat per vies
anatomiques alternatives (Martinez-Hernandez et al., 2006). Aquesta
hipotesi es recolzada pels resultats de Carmen Agustin-Pavéon, qui
injectant intraperitonealment farmacs va comprovar que els
antagonistes de la dopamina no tenen cap efecte sobre la preferéncia
innata que les femelles mostren cap a les feromones de mascle,
mentre que els agonistes l’eliminen (contrariament al que prediu la

hipotesi de la dopamina; Agustin-Pavon et al., 2007).



Totes aquestes dades en conjunt ens fan preguntar-nos quina podria
ser la ruta anatomica alternativa, no dopaminérgica, responsable del
plaer induit per les feromones de mascle a les femelles del ratoli. Més
en concret, quina zona de l’estriat ventral és activada per 1’exposicio
a feromones sexuals de mascle.

Com hem mostrat al Capitol 1 d’aquesta tesi, les feromones
reforcants de mascle son detectades per ’0rgan vomeronasal, que
estd connectat amb l'encefal a través del bulb olfactiu accessori
(BOA). EI BOA projecta, fonamentalment, sobre el nucli
posteromedial de l'amigdala cortical (CoApm), sobre I'amigdala
medial i sobre el nucli llit de la stria terminalis (Broadwell, 1975;
Scalia i Winans, 1975; von Campenhausen i Mori, 2000; Mohedano-
Moriano et al., 2007). De entre aquests nuclis vomeronasals
secundaris, sols el CoApm origina importants projeccions directes a
lestriat ventral (Novejarque, 2007/08). Els resultats del transport
anterograd de tracadors neuroanatomics injectats al CoApm,
indiquen que, tant al ratoli (Novejarque 2007/08), com a la rata
(Ubeda-Bafion et al., 2008), les projeccions d’aquest centre
vomeronasal inclouen els illots de Calleja (ICj) més medials (incloent-
hi el illot principal o magne), el tubercle olfactiu medial (Tu) i els
ponts celllulars de lestriat ventral (CB) adjacents. D’altra banda,
l'area amigdalo-hipocampica (AHA), malgrat no rebre projeccio

vomeronasal directa, rep projeccions de l’amigdala medial (MeA;



Gomez and Newman, 1992 i Canteras et al., 1995; Martinez-Garcia
et al., 2008) i del nucli del tracte olfactiu accessori (BAOT; de l'anglés
bed nucleus of the accessory olfactory tract), que si reben projeccid
directa del BOA (Scalia i Winnans 1970; Ubeda-Banon et al., 2008,
Von Capenhausen i Mori, 2002). L’AHA també projecta sobre illots de
Calleja (Novejarque 2007/2008). Per tot aix0, la connexidé del
CoApm/AHA amb illots de Calleja, tubercle olfactiu i els ponts
cel'lulars (CB) es presenta com una ferma candidata a ser una
connexio6 clau en el refor¢c degut a feromones sexuals.

Per tot aixd, en aquest capitol explorem el possible paper d’aquesta
via anatomica en la detecciéo de feromones masculines reforcants a
les femelles de ratoli, mitjancant 1’analisi de l'expressi6 de c-fos
induida al cervell de les femelles per l'exploracié de borumballa
embrutada per mascles durant tests d’elecci6 simple front a
borumballa neta. En concret, analitzem quantitativament 'expressio
de c-fos al CoApm, AHA i als illots de Calleja medials, receptors de la
projeccié vomeronasal terciaria (Novejarque, 2007/08; Ubeda-Banon
et al., 2008), aixi com als illots de Calleja laterals, que aparentment

no la reben i que ens val, per tant, com a un molt bon control.



3.2MATERIALSI METODES

3.2.1 Disseny experimental

Perque els nuclis esmentats estiguen implicats en el refor¢ induit per
feromones és condici6 necessaria que siguen activats per les
mateixes durant l’exploraci6 de la borumballa embrutada per
mascles. Per aixd, al present experiment analitzarem l’activacié de
les neurones d’aquests nuclis (mesurada com la densitat de cel-lules
que expressaven nivells detectables de c-fos) en resposta a
l'exploracié de borumballa embrutada per mascles durant un test de
preferéncia front a borumballa neta. Com a grup control usarem
animals qué havien passat per un test amb borumballa neta a tots
dos costats de la caixa de test, de forma que havien explorat una
caixa idéntica pero no hi havien tingut la oportunitat de detectar
feromones masculines.

L’exploracié va ser curosament analitzada, de forma que, dels
mateixos animals als quals hem analitzat l'expressié de c-fos,
coneixiem les dades del temps d’exploraci6 de la borumballa. Aixo
permet confirmar que, en efecte, les femelles del grup exposat han
detectat la feromona masculina (mostrant preferéncia pel pot que la
conté), i a més permet fer estudis de correlaci6 entre el
comportament i l'expressi6 de c-fos als diferents nuclis. D’altra

banda, si dos nuclis cerebrals estan connectats de forma que, en



ultima instancia, l’activitat de 1'u és depenent de la de l’altre, hi
haura correlaci6 en tots els animals entre el grau d’activacio
(expressi6o de c-fos) dels dos nuclis. Per tant, la técnica emprada
sembla 1til per comprovar si els esmentats nuclis formen un sistema
funcional implicat en la deteccié de les feromones reforcants.

La realitzaci6 del test d’eleccié6 simple i el processat del material
histologic sobre el que s’ha fet l'analisi d’expressi6o de c-fos que
comprén aquest capitol és treball previ del nostre grup, publicat
parcialment per Moncho-Bogani et al. (2005). Per la present tesi hem
analitzat el material de la collecci6 de preparacions del grup

pertanyent a aquells experiments.

3.2.2 Animals

Per a aquest experiment es feren servir 12 femelles adultes i
quimicament verges (veure Moncho-Bogani et al., 2002; 2005 o
capitols anteriors d’aquesta tesi), assignades aleatoriament al grup
Exposat (sotmeses a tests de preferéncia entre borumballa neta i
embrutada per mascles intactes; N/M, n=6) o al grup Control
(sotmeses a tests control als quals ambdés pots contenien
borumballa neta; N/N, n=6). Les femelles de tots dos grups van ser
estabulades individualment en gabies grans (25x50x30cm) fins el

final de 'experiment.



3.2.3 Proves comportamentals

Els tests d’eleccié simple es van realitzar a les mateixes gabies en les
que les femelles estaven estabulades. Amb aixd es pretenia
minimitzar ’activaci6é cerebral dels animals deguda a la manipulacié
dels mateixos. A les gabies s’hi introduiren des del comencament de
l'experiment dos recipients de vidre de dimensions 5 x 12 x 12 cm,
localitzats a cantons oposats de la caixa.

Durant els 4 dies previs a la realitzaci6 del test, els animals foren
habituats durant 10 minuts diaris a la introduccié de la borumballa
als pots. Durant aquestes sessions els dos recipients de la caixa
contenien 12g de borumballa neta cadascun. A continuacio, el dia
del test (dia 5) els animals van ser exposats a la situacio6 test, en la
qué els dos recipients del grup Control contenien borumballa neta,
mentre que al grup Exposat es va dipositar borumballa embrutada
per mascles en un dels pots (recollida com als capitols anteriors) i
borumballa neta a l’altre. Els animals romangueren en aquesta
situaci6 durant 100 minuts, transcorreguts els quals foren
sacrificats i els seus cervells processats per a la immunohistoquimica
de deteccié del c-fos.

Durant els primers 5 minuts després de la introducci6 de la
borumballa als pots, el comportament d’exploracio dels pots dels dos
grups d’animals va ser gravat en video. Per l’avaluacié del

comportament exploratori, una persona que ignorava les condicions



experimentals, va comptar el temps que els animals passaven
explorant cada estimul durant aquests 5 minuts. Es va considerar
que els animals estaven explorant la borumballa estimul tot el temps

que passaven sobre els recipients que la contenien.

3.2.4 Histologia i deteccio immunocitoquimica de c-

fos

Cent minuts despreés de la introduccié de la borumballa, les femelles
varen ser anestesiades amb sobredosi de pentobarbital sodic
(100mg/Kg) i perfoses amb solucié salina, seguida de 75 ml de
paraformaldehid al 4% en tampd fosfat 0.01M a un flux de 5,5
ml/min. A continuacid, s’extragueren els cervells i es varen sotmetre
a post-fixacié en el mateix fixador, durant 4h a 4°. Posteriorment,
aquests cervells van ser submergits en sacarosa en PBS al 30% fins
que s’enfonsaren, per aconseguir la crioproteccié adequada, i tallats
amb un microtom de congelaci6 (Microm HM-450, Walldorf,
Alemanya), obtenint-ne seccions frontals de 40um de gruix. Es
recolliren 5 séries paralleles, dues de les quals varen ser
conservades en tampd trizma 0.01 M amb sali isotonic (TBS, de
langlés Trizma Buffered Saline) a 4° per a realitzar la
immunocitoquimica de deteccié del c-fos. La segona série va ser

muntada i tenyida amb Nissl per a ajudar a la identificacié de les



estructures d’interés. La resta de les séries varen ser congelades en
sacarosa tamponada per a possibles usos posteriors.

Les seccions destinades a la deteccié del c-fos varen ser incubades,
en primer lloc, en aigua oxigenada (H203) al 0.01% en TBS durant 30
minuts a temperatura ambient, amb l’objectiu d’inactivar les
peroxidases endogenes. A continuacio, varen ser incubades de forma
sequiencial en: anticos (IgG) de conill contra la proteina c-fos,
(Laboratoris Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) diluit 1:20.000 en
TBS amb Triton X-100 al 0.3 % (Sigma, St. Louis, MO, USA) i serum
de cabra normal (NGS; de l'anglés Normal Goat Serum, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), durant tota la nit a 4°. A
continuaci6 varen ser incubades durant dues hores a temperatura
ambient en anticos biotinilat de cabra contra immunoglobulines G de
conill (Vector Laboratories), diluit 1:200 en TBS amb detergent Triton
X-100 al 0.3% i NGS al 2%. Per ultim, incubarem els talls durant 90
minuts a temperatura ambient en complex peroxidasa-avidina-
biotina (ABC, de l'anglés Avidin-Biotin-peroxidase Complex; Kitt Elite
ABC) obtingut segons les especificacions del fabricant (Vector
Laboratories) en TBS amb Trit6 X-100 al 0.3%. Després de cada
incubaci6 les seccions eren llavades en TBS 2 vegades, i en gelatina
al 0.2% en TB 1 vegada, en banys de S5 minuts cadascun. A
continuaci6 varen ser muntades en porta-objectes a 37°C, i

assecades en estufa a 37° tota la nit.



L’activitat peroxidasa resultant va ser revelada durant 15 minuts a
temperatura ambient amb 3,3’-diaminobenzidina al 0.025% (Sigma) i
H>O; al 0.01% en solucié tamponada amb Trizma 0.05M (TB, del
anglés Trizma Buffer) a pH 7.6.

A continuacié, les seccions varen ser rentades tres vegades en
gelatina al 0.2% en TB i, en porta-objectes a 37 °C, i assecades en
estufa a 37°C tota la nit. Les preparacions aixi obtingudes foren
deshidratades en alcohols, aclarides amb xilé i cobertes amb

Permount.

3.2.5 Adquisicié d’imatges i analisi de Uexpressio de

c-fos en les arees d’interes.

Les estructures d’interés varen ser identificades a les preparacions
de c-fos amb ajuda de les séries paral-leles amb la tinci6 de Nissl. Per
a la identificacié dels illots de Calleja, també va resultar de gran
utilitat el fet que aquests nuclis es veuen molt refringents quan sén
observats retirant el condensador a les propies preparacions de c-fos.
Usant com a referéncia ’atles de Franklin i Paxinos (2001) del cervell
del ratoli, s’identificaren a totes les preparacions idéntiques porcions
dels nuclis d’estudi, caracteritzades per una determinada
coordenada anteroposterior respecte de bregma (que apareix en cada
imatge en negreta) i una mateixa posicio relativa dins del tall. Fent

servir una camera digital (LEICA DFC300 FX) i el programa ’ADOBE



PHOTOSHOP 7.0 (Adobe Systems Inc., USA), de cada nucli captarem
una imatge per hemisferi cerebral (amb l’objectiu de 5x, excepte per
als illots de Calleja, les imatges dels quals van ser captades a 10x), a
les quals restarem el fons per homogeneitzar la il'luminacié. Una
vegada obtingudes les imatges, delimitarem amb precisio l’area de
mesura de cada nucli, seguint un criteri sistematic per a cadascun
d’ells, que s’explicara posteriorment. A partir d’aquest punt, el procés
d’analisi es va realitzar fent servir 'lmage J (Rasband, W.S., ImageJ,
U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2008). Aixi, la imatge corresponent
a 'area de mesura, convertida a escala de grisos, va ser binaritzada
aplicant un nivell de llindar corresponent al 70% de la moda de
I’histograma de la mateixa imatge. Per ultim, es va obtenir la fracci6
d’area (area ocupada respecte de l’area total mesurada) de les
particules segmentades excloent-hi aquelles amb una area menor a 5
um?2, al cas dels illots de Calleja, i de 20 um? per a la resta de nuclis.
Per a cada nucli es van agrupar les dades dels dos hemisferis
cerebrals per tal de tenir una sola mesura per nucli i per animal.

Per comprovar que les diferéncies que pogueren trobar-se entre
grups eren degudes a l’exposici6 a feromones de mascle o a
borumballa neta respectivament, i que el métode de comptatge era
correcte, a banda dels citats nuclis d’interés, també analitzarem

l'expressié de c-fos al nucli geniculat lateral ventral (GLV). Aquest és



un nucli visual secundari i, per tant, la seua activacié és

independent d’exposici6 a estimuls quimics.

3.2.5.1 Illots de Calleja (ICj)

Com hem explicat anteriorment, les arees mesurades corresponents
als illots de Calleja varen ser classificades en: l’illot ventromedial
(ICjvm) localitzat superficialment en el canté ventromedial de
I’hemisferi cerebral rostral (nivells de Bregma 1.18-1.10 mm: Figura
25A); lillot medial profund que correspon a lillot magne o principal
(ICjM, nivell respecte de Bregma 0.86 mm; Figura 25B); i l'illot lateral

(ICjL) situat a nivells més caudal (coordenada respecte de Bregma,

0.38-0.76 mm; Figura 25C).
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Figura 25. Illots de Calleja ventromedial (A), Magne (B) i Lateral (C) de I’hemisferi
esquerre d’un dels animals exposats a borumballa embrutada per mascles

intactes. Barra de calibracié 100 um.

Els illots de Calleja presenten una enorme variabilitat en grandaria i
forma, fins i tot a nivells anteroposteriors similars, la qual cosa
dificulta definir una area de mesura de dimensions i/o forma fixes
que siga comparable entre els diferents casos. Per aquesta rad es va
decidir prendre com a area de mesura el total de la superficie
ocupada per cadascun dels illots, més un 20% d’aquesta area,
assumint que l’hipotétic increment en l’expressié de c-fos induit per
les feromones reforcants, també podria activar les ceélllules del
voltant dels illots, amb les qué podrien estar funcionalment
relacionats (Figura 26A). Aixi, una vegada captades cadascuna de les
imatges i restat el fons, es va delimitar tota la superficie ocupada per
Iillot en quiesti6 mitjancant un rectangle. La imatge analitzada era la
resultant d’eixamplar el rectangle un 20% en direccié lateral, és a

dir, cap al nucli accumbens.
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Figura 26. Illot de Calleja Magne sobre el qué s’ha representat ’area que aquest
ocupa (dins el rectangle de linia continua) i I’area extra a la qué també s’ha
mesurat la fraccio d’area que ocupen els nuclis activats (un 20% de l’area que

ocupa l’illot; representat amb linies discontinues).

3.2.5.2 Nucli posteromedial cortical de I’Amigdala
(CoApm)

Donat que, en el ratoli, aquesta és una estructura molt gran en la
seua dimensio anteroposterior se va analitzar l'expressié de c-fos a
dos nivells anteroposteriors, un situat en la coordenada
anteroposterior de -3.16 mm (anterior; Figura 27) i I’altre a -2.18 mm

(posterior; Figura 28).



-2.18mm -

Figura 27. Imatge a baix augment d’un tall de I’amigdala esquerra d’un dels
animals exposats a borumballa embrutada per mascles intactes, processat per la
immunohistoquimica de c-fos (esquerra, inclou un requadre indica la localitzacié
de ’area de mesura del CoApm anterior). A la dreta es mostra un esquema del
nivell corresponent de 1’atles de Paxinos i Franklin (2003). Barra de calibraci6

200 pm.

-2'30mm

Figura 28. Localitzaci6 del requadre de mesura del CoApm posterior en
I’hemisferi esquerre d’un dels animals exposats a borumballa embrutada per
mascles intactes (esquerra) i a I’esquema de I’atles de Paxinos i Franklin del

nivell corresponent (dreta). Barra de calibracié 200 um.

A ambdés nivells es va prendre una area de mesura de 300 x 300
um, a cada hemisferi, orientada de forma que un dels seus costats

fora paral‘lel a la superficie pial.



3.2.5.3 Area Amigdalo-Hipocampica (AHA)

Les imatges d’aquest nucli varen ser captades aproximadament al
nivell anteroposterior -2.30 mm. En cada secci6 analitzada es va

analitzar una area de 200 x 300 pym a cada hemisferi (Figura 29).



3.16mm

Figura 29. Tall representatiu del nivell al qué s’ha mesurat ’expressio de la
proteina c-fos a ’AHA (esquerra, inclou un requadre indica la localitzacié de
l’area de mesura del CoApm anterior) junt a un esquema del nivell equivalent de
l’atles (dreta). Abreviatures: AHA: area amigdalo-hipocampica; Apir: area de
transici6 amigdalo-piriforme; BLP: nucli basolateral de I’amigala; part posterior
BMP: nucli basomedial de I’amigdala, part posterior; CoApm: amigdal cortical,
part posteromedial; CoApl: amigdala cortical, part posterolateral; op: tracte optic

(de I’anglés optic tract); Pir; escorca piriforme. Barra de calibracié 200um.

3.2.5.4 Nucli Geniculat Lateral Ventral (GLV)

D’aquest nucli es van captar imatges de tots dos costats del talem al
nivell anteroposterior -2.30 mm respecte de Bregma (Figura 30). Per
l'analisi de la immunoreactivitat de c-fos es va delimitar una area de
mesura rectangular de dimensions 160 x 300 um amb el costat

menor paral-lel al tracte optic.



-2.30mm

Figura 30. Tall (esquerra, inclou un requadre indica la localitzaci6 de l’area de
mesura del CoApm anterior) i esquema (dreta) representatius del nivell al qué
s’ha mesurat l’expressié de la proteina c-fos al GLV. Abreviatures: GLD: nucli
geniculat lateral dorsal; ILG: fulla intergeniculada; GLV: nucli geniculat ventral.

Barra de calibracié 200um.

3.2.6 Analisi de les dades

Per l'analisi estadistica de les dades utilitzarem el software lliure R
(Development Core Team ; 2008. Vienna, Austria. ISBN 3-900051-
07-0, URL http://www.R-project.org.)

En primer lloc compararem si hi havia diferéncia en 'expressio de c-
fos entre els grup Control i Exposat al GLV, per a la qual cosa
compararem les mitjanes dels dos grups fent servir una ANOVA d’un
factor, després de comprovar que les dades seguien una distribucio
normal mitjancant un test de Kolmogorov-Smirnov (i aplicant la
correcci6 de Lillieford).

A continuacié, procedirem a analitzar ’activaci6 dels illots de Calleja,

el CoApm i I'AHA. De l’analisi de les imatges obtinguérem dos



conjunts de dades (un per grup) per cada nucli estudiat. Mitjancant
la comparaci6 dels mateixos es pot contrastar la hipoétesi nul'la qué
les mitjanes de les distribucions que les han generades sén iguals.
L’opcié més habitual en aquest cas sol ser el test de la t de Student,
ja siga assumint variances comunes o distintes. Aquest test és valid
per a mostres grans, pero quan les grandaries mostrals s6n menudes
(com és el nostre cas; n=6 per grup) la t de Student no és tan fiable
(Good, 1994; Mainly, 1997).

Per aquesta ra6 es va considerar convenient la utilitzacié d’un test
alternatiu per contrastar la hipodtesi nulla, el test d’aleatoritzacio
(Good-Philip, 2005). Utilitzant una de les funcions del software R, es
va assignar aleatoriament les dades a dos grups de 6 dades cadascu,
fent aixi totes les possibles combinacions amb les 12 mesures,
agrupades de 6 en 6. A partir d’aquestes agrupacions aleatories de
les dades (incloent-hi la observada realment) es va calcular els
estadistics t (de la t de Student) corresponents, qué anomenem ¢t_I
(derivat dels valors observats a les dades originals) i ¢t 2, ..., t.s
derivats de les successives agrupacions aleatories. D’acord amb la
hipotesi nulla, tots dos conjunts de dades son mostres duna
mateixa distribuci6, i per tant qualsevol possible ordenacié ha de ser
equiprobable. Aquesta série de dades generades ens permeten, per
tant, no solament comparar les mitjanes, siné la distribucié de les

dades.



Suposem que r_I és la posici6 que ocupa t I entre t_I, ..., ts,
aleshores el p-valor seria:

2%r 1/s,812*r 1<s

6 bé 2% (1-r_1/2) en l’altre cas.

Seguint aquest metode compararem la densitat d’area entre els
grups control i exposat a cada nucli.

A continuacié d’aquestes analisis es van estudiar les possibles
correlacions entre l’expressio de c-fos i les dades de comportament
d’exploracié de les feromones de mascle al test d’eleccié6 simple
explicat anteriorment. En aquest cas, com que la variable
comportament no seguia una distribucié normal, es va analitzar el
coeficient de correlacié Rho d’Spearman, que és no parametric.

Per ultim, es va analitzar la possible correlacié entre ’expressi6 de c-
fos al grup Exposat i al grup Control entre els diferents nuclis per a
la qual cosa es va calcular el coeficient de correlaci6 de Pearson
(parametric) donat qué en aquest cas totes les variables eren

normals.



3.3. RESULTATS

3.3.1 Proves de Comportament

Com ja va ser publicat préviament amb les mateixes dades (Moncho-
Bogani et al., 2005), els animals del grup control a penes exploraren
els pots amb borumballa neta durant els 5 minuts enregistrats, i no
mostraren preferéncia per cap dels costats. Pel contrari, els animals
del grup Exposat mostraren una clara preferéncia, estadisticament
significativa, per explorar la borumballa embrutada per mascles front

a la borumballa neta (Figura 31).

3.3.2 Analisi de I’expressio de c-fos

La immunohistoquimica de c-fos mostrava nuclis cel'lulars marcats
total o parcialment, en general de forma esférica i de dimensions
diferents en funcié de les estructures (Figura 32).

Pel que fa als illots de Calleja, d’acord amb la descripcié de Fallon i
col'laboradors (1978) estan formats per una elevada densitat de
cel-lules granulars que probablement son interneurones, junt a les
quals s’hi troben unes poques céllules de mida mitjana o gran,
considerades les neurones de projecci6. Una observaci6 detallada de
les preparacions de c-fos revela que les neurones granulars rara

vegada expressen c-fos, sent atribuible, per tant, la major part de la



reactivitat observada, a les neurones de projeccié (Figura 33) o

neurones veines a l’illot.
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Figura 31. Histograma de barres que representa el temps de quimioinvestigacio
(mitjana * SEM) de les femelles del grup Control (A) i Exposat (B) a un test de
preferéncia al queé les femelles control tingueren accés a borumballa neta als dos
pots, mentre que les del grup Exposat trobaren borumballa neta a un d’ells i
embrutada per mascles a I’altre. Les femelles del grup Control no preferiren cap
dels dos pots, mentre que les del grup Exposat investigaren significativament

més temps el pot de borumballa embrutada per mascles (* p<0.05).



Figura 32. Immunoreactivitat c-fos als diferents nuclis estudiats. Com es pot
apreciar, la immunoreactivitat es localitza als nuclis cel-lulars que solen tindre
morfologia esférica, i diferent tamany segons l’estructura concreta. Barra de
calibracié: 200um. A: ICj VM, B: ICj Magne, C: ICj Lateral, D: GLV, E: CoApm
anterior (el posterior no I’hem representat perqué la morfologia i la grandaria

dels nuclis és molt similar a la del CoApm anterior), F: AHA.
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Figura 33. Detall a major augment de la immunoreactivitat c.fos a l’illot de
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Calleja principal (A) junt a una imatge, als mateixos augments, de I’aspecte de la
mateixa estructura amb una tincié de Nissl (B), en un animal que rebé una
injeccio d’un tracador anterograd al CoApm (imatge cedida per Amparo

Novejarque), Les célllules immunoreactives als animals que han explorat
feromones sexuals de mascle semblen pertanyer majoritariament a neurones de

projeccid, i no a les cél-lules granulars.

3.3.2.1 Analisi de I’expressio de c-fos al GLV

Com hem explicat anteriorment, ’activacié d’aquest nucli del sistema
visual no hauria de veure’s influenciada per l’exposicié a feromones
masculines, per la qual cosa esperavem que el resultat d’aquesta
analisi fora ’abséncia de diferéncies entre grups.

Les mitjanes de l'expressié de c-fos dels grup Exposat i Control al

GLV, es van comparar amb una ANOVA d’un factor (Grup, Exposat i

Control), després de comprovar que les dades seguien una



distribuci6 normal mitjancant un test de Kolmogorov-Smirnov
(aplicant la correccié de Lillieford).

Malgrat que els resultats de I'’ANOVA no arriben a mostrar
diferéncies significatives entre grups (F1,10=3.570, p=0.088), si
semblen indicar una tendéncia a que l’expressi6o de c-fos al grup
Control siga major que al grup Exposat (el qué s’aprecia si observem
el grafic que il'lustra els resultats; Figura 34).
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Figura 34. Expressio de c-fos (mitjana * SEM) al GLV, als grups Exposat i Control.
Les mitjanes dels dos grups no arriben a ser significativament diferents, pero

s’observa una tendéncia a una expressié major al grup control.

Donat que les condicions d’il'luminacié dels animals dels dos grups
eren les mateixes, i els tests es dugueren a terme a la mateixa hora

del dia, aquesta tendéncia cap a una diferéncia entre els grups en un



centre visual secundari sembla atribuible a una major activaci6
global dels animals del grup control, front als del grup exposat, que
podria influir també a les dades de les arees d’interés (illots de
Calleja, CoApm i AHA). Aixi doncs, per tal d’evitar que aquest fet
introduira un biaix en les dades, per al calcul de l’activitat c-fos en
aquests nuclis generarem una nova variable per animal i nucli
d’interés restant a la fracci6 d’area resultant de l'expressié de c-fos
de cada nucli el valor al GLV del mateix animal. Aquesta nova
variable va ser utilitzada per totes les analisis que es descriuen a
continuacio, tant per l'estadistic t obtingut per aleatoritzacié com

pels estudis de correlacié posteriors.

3.3.2.2. Analisi de I’expressio de c-fos al CoApm

Com hem explicat anteriorment, l'estudi de l’activacié del CoApm
front a la detecci6 de feromones masculines es va fer a dos nivells
anteroposteriors, a -3.16 mm i a -2.18 mm, respectivament, les
dades dels quals es van agrupar per obtenir una sola mesura per
animal.

L’analisi de l’estadistic t mitjancant aleatoritzaci6 mostra que
lactivaci6 del CoApm és major al grup Exposat que al Control
(Figura 35), el que indica que el CoApm esta implicat en la deteccio
de feromones de mascle, ja que les seues neurones s’activen en

resposta a 'exposicié a borumballa.
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Figura 35. Expressio de c-fos (mitjana + SEM) al CoApm amb les dades agrupades
dels dos nivells, expressada en forma de la fracci6é d’area corregida (Aa corregida)
respecte del GLV (veure text), el que explica els valors negatius. L’estadistic t
mitjancant aleatoritzacié revela que l’expressié és significativament major al

grup exposat.

3.3.2.3 Analisi de ’expressio de c-fos a ’”AHA

L’expressio de c-fos a I’AHA dels grups Exposat i Control va ser
comparada mitjancant una t d’Student seguint el procediment
explicat abans. Aquesta analisi va indicar que al grup Exposat es
donava una activacié de ’AHA significativament més alta que al grup

Control (p<0.001; Figura 36).
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Figura 36. Expressio de c-fos (mitjana + SEM) a ’AHA normalitzades respecte del
GLV (fraccio d’area corregida, Aa). L’estadistic t mitjancant aleatoritzacidé revela
que l’expressié és significativament major al grup exposat. Els asteriscos
indiquen els distints nivells de significaci6 a ’ANOVA, de manera que * p<0.05,

** p<0.01, + indica p-valor aproximadament igual a 0.05).

Es a dir, ’AHA també forma part del circuit implicat en la deteccio

senyals quimics continguts a la borumballa embrutada per mascles.

3.3.2.4 Analisi de I’expressio de c-fos als Illots de
Calleja

Com ja hem explicat anteriorment, en aquest treball hem estudiat els
illots de Calleja dividint-los en tres categories: medials ventrals
(ICjvm), lillot Magne (medial profund; ICjM) i els illots laterals (ICjL).

L’activaci6 de I'ICjvm com a consequéncia de 1’exposici6 a feromones



sexuals de mascle va ser analitzada calculant lestadistic t
mitjancant aleatoritzaci6, comparant la fraccié6 d’area normalitzada
respecte del GLV entre el grup Control i el grup Exposat. Aquesta
analisi mostra una immunoreactivitat significativament superior al
grup Exposat que al Control (p<0.001; Figura 37A).

En canvi quan aquesta analisi es va fer per a IICjM, no aparegueren
diferéncies significatives entre ’expressi6 de c-fos als grups Exposat i

Control (p=0.28; Figura 37B) el qué sembla indicar que IICj Magne

no seria activat per les feromones sexuals de mascle contingudes en
la borumballa.

D’altra banda, l’estadistic t comparant la fraccié d’area del marcatge
a I'ICjL entre els grups Control i Exposat assenyala una tendeéncia a
que els illots laterals s’activen quan els animals s6n exposats a
borumballa de mascle, perd la diferéncia entre els dos grups tot just

arriba a ser significativa (p=0.05; Figura 37C).
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Figura 37. Expressio de c-fos (mitjana * SEM) als illots de Calleja Ventromedials
(A), Magne (B) i laterals (C), amb les dades normalitzades respecte del GLV
(fraccié d’area corregida, Aa). L’estadistic t mitjancant aleatoritzacié revela que
als illots de Calleja Ventromedials I’expressio és significativament major al grup
exposat, mentre que a I’illot Magne no hi han diferéncies significatives i als illots
laterals I’expressiéo és gairebé significativament major al grup Exposat que al
Control. Els asteriscos indiquen els distints nivells de significacié: ** p <0.001;+

p=0.05).

Com a conclusi6 podem dir que no tots els illots s’activen de la
mateixa manera com a consequeéncia de 1’exposici6 a borumballa de
mascle. Aixi, els illots ventromedials i, en certa mesura, els laterals
son activats per l'exploracié de feromones masculines, mentre que

I'ICj Magne no ho és.



3.3.3. Estudis de correlacio

3.3.3.1 Correlacio entre expressio de c-fos i temps
d’exploraciéo de feromones masculines

Un analisi molt interessant per seguir indagant sobre la implicaci6
de les arees del cervell en la deteccié de les feromones sexuals de
mascle, és estudiar si 'activacié d’aquests nuclis esta correlacionada
amb el comportament d’exploracié de les feromones. Es a dir, si com
més temps exploren les femelles les feromones de mascle, major és
lactivacié d’aquests nuclis o arees cerebrals.

Per a la qual cosa, en aquest apartat estudiem les correlacions entre
el temps d’exploraciéo de la borumballa de mascle al test d’eleccio
simple amb l’expressi6 de c-fos. Es a dir, analitzirem la correlacié
entre les variable temps d’exploracié de la feromona (TEMPS), i fraccié
d’area (expressio de c-fos). En aquesta analisi podem incloure no
sols els 6 animals del grup exposat, sin6 també els 6 del grup
control, als quals assignarem un valor O a la variable temps
d’exploracié de la feromona, donat que cap d’ells havia explorat
feromones masculines. Tot i que d’aquesta manera la grandaria
mostral s’incrementa, la variable TEMPS esdevé no normal. Per
aquest motiu, haguérem de recorrer a tests no parameétrics (en

concret a la Rho d’Spearman), per a fer les analisis de correlacié.



A continuacié es mostra una taula resum (Taula 1) dels coeficients
de correlaci6é entre ICjvm, ICjM, ICjL, AHA i CoApm amb el temps

d’exploracié de la feromona al test d’elecci6 simple.

coeficient
nucli correlacio p-valor
Icj VM 0,705* 0,01
Icj Magne 0,351 0,264
Icj Lateral 0,444 0,148
AHA 0,851** 0,001
CoApm 0,75* 0,005

Taula 1. Correlacions entre el temps d’exploraciéo de la feromona masculina i la
fraccié d’area a cadascun dels nuclis estudiats. Els asteriscos indiquen els
distints nivells de significacié, que també s’indiquen a la part inferior de la taula.
* p<0.05, ** p<0.01.

Aquestes dades indiquen que al CoApm, a ’AHA 1’ i al ICjvm, nuclis
als qué la t de Student havia mostrat una densitat d’area major al
grup Exposat que al grup Control, l’activaci6 esta clarament
correlacionada amb l’exploracié6 de la borumballa embrutada per
mascles. Aco confirma que aquestes arees poden formar part del
circuit que mitjanca el refor¢c induit per les feromones sexuals de
mascle.

En canvi, ni lexpressi6 de c-fos a IICjJM ni a IlICJL esta

correlacionada amb l’exploraci6 de la borumballa.



3.3.3.2. Correlacio de l’expressio de c-fos entre
diverses estructures

L’analisi indica que a alguns nuclis l'activacié de 1’expressio de c-fos
esta correlacionada amb el temps d’exploracié de les feromones
sexuals de mascle (els illots de Calleja ventromedials, el CoApm i
I’AHA), mentre que a d’altres no ho esta (illots de Calleja laterals i
Magne). A continuacié resulta interessant estudiar si l'activitat de
tots aquests nuclis esta correlacionada entre si o no. Amb aquest
objectiu en aquest punt estudiem les correlacions entre l’expressio
de c-fos a cadascun dels nuclis estudiats. Com que en aquest cas les
variables eren normals, es va calcular el coeficient de correlacio de
Pearson, qué permet una analisi més potent. A continuacié es
mostra una taula resum (Taula 2) d’aquest coeficient i la seua

significacio.



ICJ vm | ICj Lateral | ICj Magne | CoApm AHA
Coeficient 0,49 0,713* 0,85** 0,775*
ICj vm correlacio
p valor 0,1 <0,001 <0,001 0,003
Coeficient 0,49 0,441 0,629* 0,814*
ICj Lateral | correlacio
p valor 0,1 0,151 0,028 0,001
Coeficient | 0,713** 0,441 0,622* 0,568
ICj Magne | correlacié
p valor <0,001 0,151 0,031 0,054
Coeficient 0,85** 0,629* 0,622* 0,814*
CoApm correlacié
p valor <0,001 0,028 0,031 0,001
Coeficient | 0,775* 0,814* 0,568 0,814
AHA correlacio
p valor 0,003 0,001 0,054 0,001

Taula 2. Analisi de 1les correlacions entre la densitat d’area de la

imunoreactivitat c-fos dels diferents nuclis estudiats.

En primer lloc, aquestes dades indiquen que l’activitat c-fos dels
illots de Calleja ventromedials, el CoApm i I’AHA, els nuclis que s6n
activats per l’exposici6 a feromona de mascle, i als qué, a més,
aquesta activaci6é es correlaciona amb el temps d’exploracié de les
feromones, esta correlacionada. A més, i donat que aquestes tres
estructures es troben connectades a través de la via vomeronasal
descrita per Novejarque (2007/08) i Ubeda-Banon et al. (2008),
aquests resultats semblen indicar que el CoApm i I’AHA, junt amb
I'illot de Calleja ventromedial podrien constituir part del sistema

implicat en la deteccié de les feromones reforcants.



Per ultim, l'activitat dels illots de Calleja laterals esta correlacionada
amb la del CoApm i 'AHA, peré no amb l’activitat dels illots més

medials.



3.4.DIScCUssIO

Els resultats dels capitols anteriors demostren l’existéncia en ratoli
de feromones sexuals masculines que sén detectades per 1’0rgan
vomeronasal de les femelles i que tenen propietats reforcants per a
aquestes.

En aquest tercer capitol ens hem proposat explorar quina seria la
ruta anatomica a través de la qual es processen aquests senyals i
que podria ser responsable de codificar el seu valor reforcant. Amb
aquest objectiu hem estudiat, en primer lloc, ’activacié (expressio de
c-fos) dels illots de Calleja Ventromedial, Magne i Lateral (ICjvm,
ICjM i ICjL), de ’amigdala cortical posteromedial (CoApm) i de l’area
amigdalo-hipocampica (AHA) de les femelles de ratoli en resposta a la
deteccio de les feromones sexuals de mascle, mitjancant les analisis
de fracci6 d’area marcada abans explicades. Aquesta analisi ens
permet comprovar si aquestes arees estan implicades en el processat
del valor reforcant de les feromones sexuals de mascle. En segon lloc,
hem analitzat les correlacions entre l’activacié (I’expressio de c-fos)
dels nuclis estudiats, amb el temps que els animals han estat
exposats a les feromones durant els tests d’elecci6 simple (Moncho-
Bogani et al., 2005). Aquesta segona analisi ens permet confirmar si
lactivaci6 de les céllules d’aquestes arees esta associada,

efectivament, a la detecci6 de les feromones sexuals de mascle.



3.4.1. Consideracions metodologiques

La utilitzacié d’'un nucli control és una mesura comu en aquesta
mena d’estudis. Normalment es fa servir un nucli no relacionat amb
el sistema funcional estudiat i no influit, per tant, per ’estimul o la
expressié comportamental objecte de lestudi. En el nostre cas
usarem el GLV que, en ser un centre visual secundari, hauria de
servir com a control donat que els tests dels animals de tots dos
grups foren duts a terme en similars condicions d’il-luminacié i a la
mateixa hora del dia. Per aqueix motiu, els resultats ens
sorprengueren en revelar una clara tendéncia (tot i que no
significativa) cap a una major fracciéo d’area de la immunoreactivitat
c-fos al grup control que al exposat. Altres autors (Wan et al., 2001)
interpreten aquests resultats com indicadors d’'una certa activacio
general (inespecifica) del grup control, i compensen el biaix que
aquesta podria introduir en la mesura de la immunoreactivitat en els
nuclis objecte de l’estudi, restant a la mesura de c-fos dels mateixos
la del nucli control al mateix animal. Nosaltres hem seguit aquesta
estratégia i, és per aixd, que la mesura de l’activitat de cada nucli ha
sigut obtinguda restant a la fracci6 d’area observada al mateix la
observada en el GLV del mateix animal, el que anomenem fracci6

d’area normalitzada o corregida respecte de GLV.



3.4.2. El cortex vomeronasal es activat per les

feromones masculines

Les nostres dades indiquen que la exploraci6 de borumballa
embrutada per mascles resulta en una activacié del CoApm i de
I’AHA observada en un increment significatiu de ’expressié del proto-
oncogen c-fos respecte del grup control. A més, aquesta expressio es
correlaciona amb el temps d’exploraci6 de les feromones de mascle al
test d’eleccié simple. Aixi doncs, els nostres resultats confirmen el
paper del CoApm en la deteccié de les feromones sexuals de mascle (i
probablement, en la senyalitzacié del seu valor reforcant, veure baix),
en clara coincidéncia amb els resultats de Moncho-Bogani et al.,
(20095) utilitzant la mateixa técnica, malgrat que en aquest treball no
es va estudiar 'AHA.

D’altra banda, aquestes dades coincideixen plenament amb els
resultats del capitol 1 d’aquesta tesi, d’acord amb els quals, les
feromones masculines s6n estimuls vomeronasals. De fet, és ben
sabut, que el BOA (receptor dels axons de 1’6rgan vomeronasal)
projecta, fonamentalment, al nucli posteromedial de l’amigdala
cortical (CoApm; Broadwell, 1975; Scalia i Winans, 1975). D’altra
banda, malgrat no rebre projecci6 vomeronasal directa, l'area
amigdalo-hipocampica (AHA) rep projeccions de l'amigdala medial

(MeA; Gomez and Newman, 1992 i Canteras et al., 1995; Martinez-



Garcia et al., 2008) i del BSTpm (Scalia i Winnans 1970; Ubeda-
Banon et al.,, 2008, von Campenhausen i Mori, 2002; Dong i
Swanson, 2004) i, per tant, ha de considerar-se un nucli
vomeronasal terciari. A més, malgrat que les projeccions entre
CoApm i AHA no estan ben estudiades, és possible que existisquen
connexions entre les dues estructures (Gutierrez-Castellanos et al.,
2008). Es per aixd que hom considera que el CoApm i I’AHA,
conjuntament, formen el cortex vomeronasal dels mamifers
(Martinez-Garcia et al., 2007; 2008). Aixo justifica ’afirmaci6, basada
en els nostres resultats, que als ratolins les feromones masculines
activen l’escorca vomeronasal.

A més, hi ha dades experimentals que suggereixen que aquesta
activacié esta relacionada amb l’atracci6 de les femelles cap a les
feromones sexuals dels mascles. Aixi, Romero et al., (1990)
observaren que les lesions del COApm a femelles de rata eliminen el
que ells anomenen androtropisme, és a dir, la preferéncia mostrada
per les femelles de passar més temps prop dun mascle intacte
engabiat que d'un mascle castrat engabiat. Tot i que en aquesta
situacié experimental l’androtropisme podria ser degut a altres
estimuls (visual o auditius, p.e. vocalitzacions), les nostres dades
suggereixen que sén les feromones no volatils les principals

responsables i que, segurament, les gabies de Romero et al (1990)



permetien el contacte entre mascle i femella i, amb aix0, l'accés de

les feromones a 1’0rgan vomeronasal.

3.4.3 Els illots de Calleja medials son part de

Uestriat vomeronasal

Com ja hem explicat anteriorment, per a ’estudi del illots de Calleja
hem classificat aquests en tres categories: medial i ventral (ICj
ventromedial), medial i profund (ICj magne), i lateral i caudal (ICj
lateral).

La comparaciéo dels nivells d’expressio de c-fos entre els grups
control i exposat fent servir l’estadistic t calculat mitjancant
aleatoritzacié revelaren que els illots de Calleja que s’activen de
manera especifica com a resposta a la detecci6 de feromones sexuals
de mascle s6n els que hem classificat com ventromedials (ICj VM),
mentre que ICjM no sembla activar-se per l'exploracié d’aquests
senyals, i els laterals semblen respondre en menor mesura.

Per tant, podem concloure que els illots de Calleja, tot i formar una
estructura anatomicament continua (de Vente et al., 2001), mostren
una clara heterogeneitat funcional. De tots ells, sols a IICjvm
s’observa clarament una major activitat al grup exposat que al
control, i aquesta activitat c-fos esta correlacionada amb el
comportament exploratori de la borumballa de mascle. Aixo

suggereix que aquesta porci6 dels ICj forma part del circuit cerebral



implicat en la deteccié de feromones sexuals masculines, la qual
cosa ve confirmada per la correlacié entre l’expressié6 de c-fos al
ICjvm i el cortex vomeronasal.

Aquests resultats encaixen amb les dades de tracat de connexions
tant del nostre grup com d’altres. S’ha vist que els illots de Calleja
reben inputs molt importants des d’arees vomeronasals, com so6n el
CoApm i 'AHA (Novejarque 2007/2008; Ubeda-Banén et al., 2008) i
que aquestes projeccions arribarien de manera concreta als illots
més medials (ICjM i ICjvm).

En aquest sentit, les nostres dades d’expressié6 de c-fos son
coherents amb les dades del tracat neuroanatomic parcialment,
doncs que lillot de Calleja Magne no sembla activar-se quan els
animals sén exposats a borumballa embrutada per mascles als
nostres experiments mentre que tant el treball de Novejarque
(2007/2008) en ratoli com el de Ubeda-Banon i col'laboradors (2008)
en rata, mostren que el CoApm projecta a 1ICj Magne. Una
possibilitat que podria explicar els nostres resultats és que l’area a la
queé hem mesurat l'expressié de c-fos a lillot de Calleja Magne no
comprenguera la regié6 qué rep les aferéncies des del CoApm, de
manera que no haguérem mesurat l’activacio les cellules que
teoricament s’activarien com a conseqUéncia de l’estimulacié

vomeronasal.



Les dades anatomiques disponibles ens permeten descartar aquesta
possibilitat. Els illots de Calleja (

Figura 38) estan formats majoritariament per neurones granulars,
probablement GABAeérgiques (Krieger et al., 1983), molt densament
agrupades en una estructura en forma de copa. Al centre d’aquesta
copa hi ha neuropil al qué s’hi situen el somes i la major part de
larbre dendritic de les céllules mitjanes i grans, de naturalesa
colinérgica (Fallon et al., 1983) que representen les cél-lules eferents
dels illots. Les projeccions de l'amigdala vomeronasal acaben al
neuropil on es troben les dendrites de les neurones de projeccio
(Fallon et al.., 1978), mentre que altres regions de l'amigdala
(’lamigdala basolateral) semblen innervar les neurones granulars
(Fallon et al.., 1978; Novejarque 2007/08). Donat el procediment que
hem seguit per delimitar I’area de mesura de I'ICj Magne, segons el
qual hem pres com a amplaria de cada illot la maxima que aquest
presente i, a més, ’'hem incrementada un 20% en la direccié en la
queé les dades anatomiques ens indiquen que arriben els terminals
amigdalins (

Figura 38C) és molt improbable que no haguem comprés la porcio
receptora de les aferéncies des del CoApm, i en qualsevol cas hem

inclos la regi6 on es troben les neurones de projeccio.
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Figura 38. Citoarquitectonia dels illots de Calleja. A. Histoquimica de 1’activitat
NADPH diaforasa a l'illot de Calleja Magne, a la qué s’observen la regioé periférica
i la central, que conté el neuropil i al qué es troben les neurones de projeccié6. B.
Tincié de Nissl de l’illot de Calleja Magne a la qué s’observen les fibres marcades
anterogradament en la regiéo del neuropil després de la injeccié d’un tracador
neuroanatomic al CoApm. Imatges cedides per Carmen Agustin-Pavon (4) i
Amparo Novejarque (B). L’area a la qué mesuravem la fraccié d’area a I’ICj Magne
era la longitut de Dlillot multiplicada per I’amplaria (rectangle de linies
continues) incrementant un 20% l’amplaria en la direccié6 en qué les dades
anatomiques indiquen que arriben els terminals amigdalins. A¢é dona lloc a un
rectangle de mesura (linies discontinues) que inclou les neurones que reben la

projeccié amigdalina (C).

Per tant, cal buscar hipotesis alternatives que expliquen perque 1'ICj
Magne no s’activa front a l’exposici6 a borumballa embrutada per
mascles. Una possible explicacio, podria ser que, dins l’estriat

vomeronasal, hi haguera una certa especialitzacié6 d’acord amb la
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qual diferents estimuls vomeronasals (feromones sexuals, feromones
d’alarma, al'lomones, és a dir senyals quimiques d’altres espécies),
activaren diferents compartiments de l’estriat. D’acord amb aquesta
hipotesis i amb les nostres dades, 'ICjM podria estar implicat en la
elaboraci6 de respostes afectives a feromones no sexuals o a
al-lomones, pero no a feromones sexuals.

En aquest sentit, l'illot Magne ocupa una posicié peculiar que el fa
diferent de la resta dels ICj. No és adjacent al Tu ni els anomenats
ponts cel'lulars de l’estriat ventral (CB, de ’'anglés Cell Bridges) i pot
ser aquesta peculiaritat estiga relacionada amb la seua singularitat

funcional.

3.4.5 Els illots de Calleja laterals: possible substrat

de les respostes afectives a olors

Les dades relatives als ICj laterals semblen d’entrada contradictoris.
Aixi, mentre la comparaci6 entre els grups Exposat i Control revela
una expressié significativament major de c-fos en el grup Exposat,
no hi ha correlacié entre aquesta activacio i el temps que els animals
exploraren la borumballa embrutada per mascles. Una possible
explicacio per aquestes dades seria que els ICjL foren activats per les
olors (volatils), en lloc de ser-ho per les feromones vomeronasals no
volatils. Si aixi fora cabria esperar que, com indiquen les nostres

dades, que al grup exposat els nivells d’expressié de c-fos foren



majors que al grup control, donat que la borumballa de mascle conté
nombrosos volatils (estimuls olfactius) detectables fins i tot per
l'olfacte huma. Perd donat que els volatils es detecten a distancia, el
nivell d’activaci6é provocat pels mateixos no estaria correlacionat amb
el temps que els animals passen damunt del recipient que conté la
borumballa.

Les dades anatomiques disponibles donen suport a aquesta hipotesi.
Aixi, els illots laterals i caudals reben projeccions olfactives des del
CoApl (Ubeda-Banoén et al., 2007; Gutierrez-Castellanos et al., 2008),
en lloc de rebre aferéncies vomeronasals com els ICj més medials.
Donat que, com ja hem dit en la introduccié, l’estriat ventral
constituix un node central en el circuit cerebral del refor¢c (veure
Wise, 2005) junt amb altres centres ’'amigdala, és raonable suposar
que aquestes projeccions podrien estar implicades en codificar el
valor reforcant d’estimuls olfactius intrinsicament reforcants. Entre
aquests, destaquen les feromones mamaries que indueixen la recerca
del mugr6 en conillets neonats (veure Hudson i Distel, 1986; Schaal
et al. 2003; Coureaud et al., 2008).

Igualment, el ICjL podrien estar implicats en el processament
d’estimuls olfactius reforcants secundaris, i ho podrien fer a través
d’aferéncies des de ’'amigdala basolateral que, d’acord amb les dades
anatomiques disponibles en ratoli (Novejarque 2007/08) i en rata

(Fallon et al.., 1978), sembla innervar les neurones granulars dels



illots de Calleja. En aquest sentit, hi ha evidéncia que les projeccions
de l'amigdala basolateral a lestriat ventral estan implicades en
l'expressié de comportaments d’atraccié cap a reforcos secundaris.
De fet, la lesio de l’amigdala basolateral afecta a l’adquisicio de
preferéncia de lloc (Everitt et al., 1991) i l’execucié d’accions
instrumentals dirigides a l’adquisici6 dun refor¢c secundari
condicionat després de la seua associacié amb el sexe (Everitt et al.,
1989) o aigua (Cador et al., 1989) com a reforcants incondicionats
(primaris). Es a dir, que els processos d’aprenentatge que es donen a
l'amigdala basolateral doten els estimuls neutres de propietats
atractives degut a la seua associacié amb reforcants primaris. Aixi
doncs, a través de les seues projeccions a l'estriat ventral, I’'amigdala
basolateral mitjancaria respostes d’atracci6 dirigides cap a estimuls
amb propietats atractives adquirides.

Com hem vist, la borumballa embrutada per mascles conté volatils
que resulten neutres per a femelles quimicament verges (Moncho-
Bogani et al., 2002; Martinez-Ricos et al., 2007; Capitols 1 i 2
d’aquesta tesi), perd6 que poden adquirir propietats atractives de
manera secundaria per associacié amb les feromones no volatils i
vomeronasals intrinsicament atractives i reforcants (Martinez Ricos
et al., 2008; Capitols 1 i 2 d’aquesta tesi). Aquesta associacio es
podria produir a l'amigdala basolateral, ja que aquesta rep

projeccions tant del cortex olfactiu (McDonald, 1998) com de



l’'amigdala medial (Canteras et al., 1995; Pitkdnen, 2000; Canteras et
al., 1992). De fet, Moncho-Bogani et al. (2005) demostraren que quan
les femelles de ratoli quimicament verges exploren la borumballa
embrutada per mascles no solament s’activen els sistemes
vomeronasal i olfactiu, sin6é també centres dels circuits cerebrals del
reforc que inclouen parts de l'amigdala basolateral. A més,
l'exploraci6 de volatils de mascle que han adquirit propietats
atractives de manera secundaria activa l’amigdala basolateral.
Aquests resultats suggereixen que l'amigdala basolateral podria
constituir el centre al qué es dona l’associaci6 entre estimuls

vomeronasals intrinsicament reforcants i olors a priori neutres.

3.4.6 Sobre Uorganitzacio funcional de Uestriat

ventral

Com indica el seu nom, el tubercle olfactiu sol considerar-se una
estructura exclusivament olfactiva, ja que rep projeccions des dels
bulb olfactius (Scalia i Winans, 1975; Broadwell, 1975; Shipley i
Adamek, 1984). Hi ha treballs més recents, pero, que han revelat que
aquesta estructura esta implicada en els mecanismes del refor¢c. De
fet, tant l'estimulacié eléctrica (Prado-Alcala i Wise, 1984) com
l'administracié de drogues addictives (Kornetsky et al., 1991; Stein i
Fuller, 1992; Porrino et al., 2002; Ikemoto et al., 2005; Sellings et al.,

2006) en el Tu resulten ser reforcants.



D’altra banda, els estudis del grup dTkemoto, (Ikemoto et al., 2003;
2005), sobre el paper de lestriat ventral en processos de reforg
primari relacionat amb el consum de drogues, i en concret de la
cocaina i la D-amfetamina, corroboren el paper del Tu als
mecanismes del refor¢ i, en particular a la seua regié6 més medial.
Aixi, els resultats d’aquests treballs indiquen que la cocaina
autoadministrada intracerebralment a través d’una canula, sols és
reforcant si la canula es situa al limit entre el Tu medial i ’escorca
del NAC més medial. En aquestes condicions, les propietats
reforcants de la cocaina depenen en gran mesura dels seus efectes
farmacologics dopamineérgics (els antagonistes de la dopamina
disminueixen la seua autoadministracié). En base a aquests
resultats, aquests autors proposen que la compartimentacio
funcional de l’estriat ventral ha de fer-se seguint una divisi6 medio-
lateral en lloc de la divisi6 classica segons un model de dins-a-fora:
el centre del NAC, l’escorca del NAC i el tubercle olfactiu. Una
interpretacié alternativa als seus resultats, i coherent amb els
nostres i les dades anatomiques de connexions amb ’'amigdala, seria
que el limit entre Acb i Tu, on estan situats els ICj i els CB, fora
fonamental en el refor¢ induit per la cocaina.

Aquesta possibilitat ve reforcada pel fet queé la cocaina també actua
com agonista de la serotonina sobre receptors SHT-2A (Bubar i

Cunningham, 2006) i que aquests s’expressen a nivells molt elevats



en les cellules de la capa 3 del Tu i, especialment, en les cél-lules
dels ICj (Mijnster et al., 1997; Jansson et al., 2001).

Aquests resultats, recolzen la idea que Tu medial junt amb els CB i
els ICj medials constituirien el substrat anatomic per al refor¢c degut
a senyals vomeronasals i, junt amb les dades dTkemoto, ens porten
fins i tot a proposar que les propietats addictives de la cocaina en
rosegadors es podrien deure a que imitaren o modularen els efectes
reforcants dels senyals quimics (i potser d’altres estimuls) de caire
sexual, per mitja de la seua acci6 en aquestes estructures
(Novejarque 2007 /2008).

En aquest sentit, cal destacar que el Tu no solament rep projeccions
olfactives, sin6 també vomeronasals (dels del CoApm i ’AHA) i, fins i
tot, multimodals (des de l'amigdala basolateral) que, com ja hem
discutit, es troben organitzades seguint un patré medio-lateral, on la
regié6 medial rep projeccions vomeronasals (CoApm i AHA) mentre
que la part més lateral esta innervada per ’amigdala basolateral i el
CoApl (Novejarque 2007/2008; Ubeda-Bafién et al., 2007; 2008;
Gutierrez-Castellanos, et al., 2008).

Per tot ac¢o, la part medial del tubercle olfactiu junt amb els CB i els
ICj veins formarien una regié6 clau en el processament de la
informacié vomeronasal, que podria estar relacionada amb la
senyalitzacié del refor¢c degut a senyals quimics detectats per 1’organ

vomeronasal.



3.4.7 Interpretacio funcional: el circuit del reforc de

feromones

Com hem vist, tant ’'escorca vomeronasal (CoApm i AHA) com els
ICjvm sén activats durant ’exploraci6 de les feromones masculines, i
l’activacié6 mostra una clara correlaci6 amb el temps d’exploracio a
curta distancia de la borumballa.

Les dades anatomiques detallades a dalt indiquen que, de fet,
aquests centres estan connectats entre ells. Per tant, si les
feromones sexuals reforcants son responsables de lactivacio
d’aquest circuit, cap esperar que a tots els animals els diferents
centres d’aquest circuit mostren un grau d’expressié6 de c-fos
equivalent, de forma que hi haura una forta correlacié entre el grau
d’expressio de c-fos als diferents nuclis del circuit. Si les connexions
foren excitadores la correlaci6 seria positiva, mentre que les
connexions inhibitories resultarien en correlacions negatives

Les dades de correlacio indiquen, doncs, que el circuit estimulat per
les feromones, molt probablement implicat en la senyalitzacié del seu
valor reforcant seria el qué formarien el CoApm i ’AHA i les seues
connexions amb els illots de Calleja (Figura 39).

Aixi no obstant, '’AHA també presenta projeccions massives al
septum lateral ventral, a I’hipotalem ventromedial a través de la stria

terminalis (Canteras et al., 1992) i altres centres vomeronasals



secundaris subpalials, com ara ’amigdala medial (Gomez i Newman,
1992; Canteras et al., 1995) o la divisio posteromedial del nucli de la
stria terminalis (Dong i Swanson, 2004), també contribueixen a
aquesta projeccio. A través d’aquesta via, els centres vomeronasals
mitjancen la influéncia de les feromones sobre l’activitat dels
principals nuclis del cervell sexualment dimorfic, a saber, el nucli
preoptic medial, els nuclis anterior i ventromedial hipotalamics, el
nucli premamilar ventral i el septum lateral ventral. Aquestes vies i
centres s’han relacionat amb respostes comportaments i endocrines
a feromones en el context de la reproduccio (front a congéneres de
l'altre sexe) i les trobades agonistiques (front a congéneres del mateix
sexe, especialment entre mascles) (Coolen et al., 1996; Canteras,
2002).

Per la seua banda, el CoApm no projecta a ’hipotalem (Price et al.,
1991; Canteras i Swanson, 1992; Chiba, 2000), mentre que ni la
MeA ni el BSTpm projecten a l’estriat ventral (Gomez i Newman,
1992; Canteras et al., 1995; Dong i Swanson, 2004). Aixi doncs, a
través de dues vies anatomiques ben definides, el sistema
vomeronasal sembla tindre influéncia en dos tipus de respostes.
D’una banda, la via de la stria terminalis permetria l’execuci6é de
comportaments especifics d’especie (trobades agonistiques,
comportament sexual) i respostes neuroendocrines associades (per

exemple un alliberament sobtat d’hormona luteinitzant, Beltramino i
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Taleisnik, 1983). D’altra banda, la projeccié des del cortex
vomeronasal a territoris de lestriat ventral constituixen molt
probablement, la via neural per respostes afectives (hedonia,

increments de motivacio) induides per les feromones sexuals.
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Figura 39. Vies neurals que mitjancarien les propietats reforcants dels estimuls
olorosos (ja foren de caracter primari o secundari) o vomeronasals. Per a
explicaci6 veure text. Abreviatures: AHA, area amigdalo-hipocampica; BLA,
amigdala basolateral;CoApl: nucli posterolateral de I’amigdala; CoApm: nucli

posteromedial de I’amigdala; MeA: amigdala medial.
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4.CAPITOL 4

Discussio General



4.1 BIOLOGIA DE L’ATRACCIO SEXUAL

La reproducci6é sexual presenta avantatges evolutius a llarg termini,
relacionats, sobretot, amb la generaci6 de diversitat genética (Rice,
2002). Pero a la vegada requereix d’'una inversi6é molt gran d’energia i
recursos, principalment en la producci6 d’ous per part de les
femelles aixi com en la cerca de parelles sexuals de qualitat (Ramm
et al., 2008). Al llarg de l’evolucid, les distintes espécies han anat
desenvolupant mecanismes particulars per comunicar-se amb els
seus congeéneres i transmetre i percebre la informacio relacionada
amb la cerca de la parella sexual adequada que, a la vegada que
efectius, suposen costos raonables d’energia. Aquestes estrategies
inclouen mecanismes per a la senyalitzaci6o de la preséncia, de la
disponibilitat, i fins i tot de la qualitat com a parella sexual. En
moltes espécies, sobretot aus i mamifers, aquests mecanismes
consisteixen d’estimuls visuals o auditius que, malgrat resultar
efectius, no estan lliures de riscos, ja que també poden atraure
depredadors.

Pel contrari, altres espécies han desenvolupat mecanismes
alternatius que consisteixen en alliberar substancies quimiques a
l'exterior per a advertir de la seua preséncia. Aquestes substancies

implicades en la comunicaci6é entre individus de la mateixa espécie



s’anomenen feromones (Karlson i Luscher, 1959), i aquelles
relacionades amb la comunicacié intersexual en particular,
feromones sexuals. En alguns casos una quantitat molt reduida
d’aquestes feromones pot ser efectiva, de manera que fa molt
“barata” la comunicaci6é intersexual, com ocorre en algunes espécies
d’arnes i d’altres lepidopters (veure Wyatt, 2003). En canvi, altres
espécies excreten grans quantitats de substancies aparentment
implicades en la comunicacié intraespecifica. Aixi, els mascles
d’alguns rosegadors alliberen quantitats enormes dun tipus de
proteines que es solen considerar reservori de feromones (Sharrow et
al., 2002). Aquestes molécules s’anomenen proteines majoritaries de
lorina (MUPs, de l'anglés Major Urinary Protein), i estan presents en
l'orina a concentracions de fins 30mg/ml (veure Beynon et al., 2008).
A més a més, els mascles de ratoli inverteixen una quantitat
considerable de temps i energia en mantenir fresques les marques
d’orina en punts critics del seu territori (Hurst i Beynon, 2004). Per
tant, en aquest cas, el cost és bastant més alt, pero d’altra banda els
senyals quimics proveeixen un missatge clar als conespecifics
(possibles parelles sexuals i competidors), a la vegada que no
resulten massa perillosos respecte de possibles depredadors, ja que

per a quan el possible depredadors detectara el senyal, 1’animal



responsable d’aquesta marca podria no trobar-se ja ni en les
proximitats de la marca.

L’efectivitat de les feromones com a reclam en el context de la
comunicacié6 intersexual es deu, entre d’altres propietats dels senyals
quimics, a la seua estabilitat en el temps, a que poden ser detectades
a distancia i a través de certes barreres, i fins i tot en condicions de
foscor. Pero sobretot a la capacitat que tenen de resultar atractives
per als rebedors potencials d’aquestes (les possibles parelles
sexuals). De fet, aquesta caracteristica va permetre la identificacié de
la primera feromona sexual en insectes que va promoure l’aplicacio
del terme feromona (Karlson i Luscher, 1959). Alguns mascles
d’arna, en detectar uns pocs centenars de molécules d'una feromona
alliberada per les femelles (Reynolds et al., 2007) responen variant de
manera sobtada la seua direccié de vol cap a la font d’aquest senyal
o expressant pautes comportamentals del festeig. La enorme
poténcia d’aquestes feromones com a mediadors quimics de ’atraccio
sexual va despertar linterés dels investigadors i del public. La
questié que es va plantejar d'immediat era si en mamifers, i fins i tot
als éssers humans, podrien existir senyals quimics que instigaren

una motivacio sexual similar.



L’evidéncia de l’existéncia de senyals quimics amb propietats
atractives en mamifers (veure revisié de Doty, 2003) i menys encara

en humans, és més bé escassa.

42 TENEN FEROMONES SEXUALS ELS
MAMIFERS? LA IMPORTANCIA DE CONSIDERAR

L’EXPERIENCIA

Com ja hem discutit préviament, els rosegadors sén els animals
macrosmatics més estudiats i la seua orina conté una enorme
quantitat de molécules que semblen estar implicades en la
comunicacié intraespecifica. Per tant, hom esperaria que la majoria
dels rosegadors mostraren comportaments particulars en resposta a
la deteccio de feromones. De fet, les femelles de rata i ratoli mostren
una série de respostes neuroendocrines cap a lorina de
conespecifics, el que suggereix que els rosegadors excreten o secreten
feromones preparadores (Halpern i Martinez-Marcos, 2003; veure
Introduccié capitol 2). En ratoli, aquestes respostes inclouen la
fallada de la implantacié de 'embri6 per orina dun mascle distint al
responsable de l'embaras (efecte Bruce), la suspensié de lestre
deguda a la superpoblaci6 de femelles, la inducci6 de l’estre en

femelles adultes, i 1’acceleraciéo de la maduresa sexual en femelles



immadures sexualment per l'orina dun mascle (per a una revisio
veure Halpern, 1987).

En la mateixa linia, hi ha evidéncia que molts rosegadors utilitzen
feromones desencadenants (veure Introduccié capitol 2), és a dir, que
indueixen canvis comportamentals, com sén les feromones sexuals.
Per exemple, esta clarament demostrat que els individus adults
exploren més l'orina o la borumballa embrutada per conespecifics del
génere contrari [veure estudis en ratoli (Drickamer 1989); rata
(Portillo i Paredes, 2004); conillets d’india (Beauchamp et al., 1982) i
hamsters (Petrulis et al., 1999)]. A més a més, es ben conegut que les
respostes dels mascles cap a senyals d’intrusos séon especifiques de
génere: mentre que els mascles intrusos resulten atacats (agressio
entre mascles), si lintris és una femella, els mascles emeten
vocalitzacions ultrasoniques de 70-KHz (Nyby et al., 1983; Holy i
Guo, 2005) com a part del ritual de festeig, i intenten muntar-les.
Aquestes respostes semblen estar mitjancades per senyals quimics.
Aixi, els mascles de ratoli ignoren mascles intrusos introduits a la
seua gabia si aquests mascles estan castrats, perd els agredeixen
amb violéncia si els castrats intrusos son impregnats d’orina dun
mascle intacte (Stowers et al., 2002).

Malgrat que aquestes dades podrien semblar una evidéncia solida de

que existeixen feromones procedents de rosegadors, aquestes



respostes podrien ser consequiéncia de l’experiéncia prévia. D’acord
amb la definicié classica (Karlson i Luscher, 1959), per a considerar
que una substancia és una feromona, aquesta deu d’originar
respostes estereotipades en conespecifics, la qual cosa implica
respostes no apreses, siné innates o incondicionades (veure
discussié en Martinez-Garcia et al., 2008). En altres paraules, la
preséncia d’'una resposta comportamental front a senyals quimics
procedents de conespecifics de l’altre génere no és una demostracio
que aquests senyals siguen una feromona. De fet, a mesura que els
mascles i les femelles guanyen experiéncia sexual, un conjunt
d’estimuls relacionats amb les seues parelles sexuals poden ser
associats amb el sexe. A través d’aprenentatge associatiu aquests
estimuls de les parelles sexuals, incloses les olors, poden tornar-se
atractius de manera secundaria. Per exemple, les femelles a les qué
se’ls presenta una olor sintética quan estan mantenint relacions
sexuals consentides (el que en anglés s’anomena paced mating)
desenvolupen preferéncia per mascles impregnats amb aquesta olor.
També els ratolins desenvolupen altre tipus de respostes
condicionades cap a olors derivades de parelles sexuals. De fet, ha
estat demostrat que els mascles de ratoli poden ser induits a emetre
vocalitzacions ultrasoniques cap a orina de femelles de rata quan

se’ls presenten femelles de ratoli impregnades amb orina de rata



(Kerchner et al., 1986). Encara més, si es permet als mascles
interactuar amb femelles que han ingerit una gran quantitat de
fenigrec, una espécia amb una olor peculiar, aquests mascles
emetran vocalitzacions quan se’ls presenta fenigrec a soles (Kerchner
et al., 1986). El mateix tipus de respostes condicionades podrien
ocorrer cap a olors secretades per animals, que aleshores
esdevindrien atractius de manera secundaria, perd que no podrien
ser considerats feromones, degut a que la resposta que
desencadenen no seria innata, siné apresa.

Els experiments dels capitols 1 i 2 d’aquesta tesi demostren, en
conjunt, que els mascles de ratoli secreten feromones sexuals no
volatils que s6n detectades pel sistema vomeronasal de les femelles.
Aquestes feromones tenen, a més, propietats reforcants per a les
femelles de ratoli. Com hem explicat anteriorment (veure Materials i
Meétodes del capitol 1), les femelles utilitzades en aquests
experiments son “quimicament verges”, la qual cosa vol dir que no
han estat mai en contacte amb senyals quimics procedents de
mascles adults. Els senyals procedents de mascles prepubers no
indueixen aquesta preferéncia (Scott and Pfaff, 1970; Jones and
Nowell, 1974) i, per tant, és de suposar que no secreten aquestes
feromones. Per tant, les respostes comportamentals que observem

front a senyals de mascle sén incondicionades, és a dir, innates.



Quan les femelles sén exposades per primera vegada a borumballa
embrutada per mascles adults, manifesten una preferéncia cap a
aquesta solament quan se’ls permet fer contacte directe amb la
mateixa (és a dir, quan poden detectar tant senyals volatils com no
volatils). Perdo no quan el contacte directe és evitat mitjancant una
plataforma perforada que, per tant, solament permet detectar els
volatils que emanen de la borumballa. Les femelles ja no la
prefereixen front a senyals ni de femella (Moncho-Bogani et al., 2002)
ni de mascle castrat (Capitol 1 d’aquesta tesi; Martinez-Ricos et al.,
2007). Per tant, la borumballa embrutada per mascles conté senyals
no volatils que en resultar innatament atractius per a les femelles i
induir comportament exploratori de manera incondicionada poden
ser qualificades de feromones atenent a la definicié classica (Karlson
i Luscher, 1959).

Aquestes feromones semblen estar implicades en el reconeixement
del génere de conespecifics. Com ja hem discutit préviament,
l'atraccié que exerceixen aquests senyals sobre les femelles (Moncho-
Bogani et al., 2002) es pot considerar un comportament
precopulatori ja que consisteix en el primer pas cap a ’encontre de la
parella sexual. A més, és un comportament dirigit cap a un génere
en concret, ja que les femelles de ratoli prefereixen les feromones de

mascle quan aquestes so6n enfrontades a feromones de qualsevol



tipus de conespecific, incloent femelles (Mossman i Drickamer,
1996). Les femelles de ratoli amb I’AOB lesionat (Capitol 1 d’aquesta
tesi) poden detectar senyals de mascle (com mostren els experiments
d’habituacié-deshabituacio) perdo no poden identificar la font de
l’estimul com procedent de mascle. Es per aixd que no manifesten el
comportament dependent de génere apropiat (la preferéncia respecte
de la borumballa de mascle castrat en aquest cas), com mostra
lexperiment de test d’eleccio simple. Aquests resultats so6n
equivalents als efectes sobre altres comportaments sexuals que
provoquen les lesions del sistema vomeronasal, ja es tracte de
lesions fisiques com gendmiques que, malgrat que tenen
consequéncies distintes o amb diferent intensitat, en general
resulten en una incapacitat dels animals d’identificar el génere dels

conespecifics (veure Discussié Capitol 1).

4.2.1 La identitat quimica de les feromones sexuals

masculines del ratoli

L’orina dels mascles es caracteritza per una elevada concentracié de
proteina, un 99% de la qual correspon a les anomenades proteines
principals o majoritaries de l'orina o MUPs (de ’anglés Major Urinary
Proteins). Aquestes proteines sén globulines sintetitzades al fetge

d'una forma depenent de la testosterona, i sén majoritariament



excretades a lorina (Wicks, 1941;; Figura 40). Pertanyen a una
familia de proteines conegudes com lipocalines, caracteritzada per
posseir bosses hidrofobiques a les quals estableixen unions bastant

fortes amb petites molécules de naturalesa lipidica.

C terminal

Figura 40. Estructura d’'una MUP a la qué els extrems N- i C-terminal estan
marcats. Les MUPs pertanyen a la familia de les lipocalines, el que vol dir que
esta constituida per 8 filaments plegats seguint una estructura de barril B (en

morat a la imatge), dins la qual es troba el calze d’unié per a possibles lligands.

S’ha vist que indueixen agressié entre mascles en ser detectades per
una poblacié concreta de cél'lules de 'OVN (Chamero et al., 2007) i
que contenen informaci6 tant pel que fa a la masculinitat de
l'individu com fins i tot a la seua identitat (Hurst et al., 2001,

Cheetham et al., 2007). A més, també hi ha evidéncia de que les



MUPs de mascles indueixen l'ovulacié en les femelles als ratolins
(Moré, 2006). Per tant, seria possible que la feromona sexual de
mascle que resultat atractiva i reforcant per a les femelles que es
troba a la borumballa embrutada per mascles fora una MUP o una
combinaci6 de varies MUPs.

Perd a l'orina dels mascles també hi ha molécules volatils la sintesi
de les quals depén de testosterona, i que tenen valor feromonal
aparent, ja que resulten atractives per a les femelles (Jemiolo et al.,
1991) i tenen efectes sobre la fisiologia reproductiva d’aquestes
(Novotny et al., 1999; Leinders-Zufall et al., 2000) a més d’induir
l'agressi6o entre mascles (Novotny et al., 1985). D’entre aquestes
molécules destaquen la 2-sec-butyl-4,5- dihydrothiazole també
coneguda com (la tiazolina), la 2,3-dehydro-exo-brevicomin,
normalment anomenada com brevicomina, i dos farnesens. I'E,E-a-
farnesé i 'E-B- farnesé (els farnesens). Per tant, no es pot descartar
que, almenys en part, els volatils també juguen un paper clau en la
senyalitzacié del génere. En favor d’aquesta possibilitat cal remarcar
el treball de Boschat et al. (2002), qui ha demostrat que a I'OVN hi
ha receptors especifics per a almenys un altre volatil present a ’orina
amb possible valor feromonal. Els autors troben que les neurones de
I'OVN que expressen un receptor VR1 concret, el VRrb2 detecten la

2-heptanona de manera molt selectiva ja que no responen ni a altres



substancies de valor feromonal reconegut com sén la 2,5-
dimethylpyrazina (Novotny et al., 1985; Jemiolo et al., 1989), i els
farnesens (Novotny et al., 1990), ni tan sols a analegs estructurals de
la 2-heptanona. A més, també troben que la 2-heptanona provoca
resposta a 'OVN d’animals mutants amb una deleci6 d’un grup de
gens dels receptors VR1 que inclouen el v1lrb2, el que indica que hi
haura altres receptors que també detecten aquesta molécula. Aquest
fet indica que la deteccié de la 2-heptanona a través de I’OVN ha de
tenir rellevancia en el comportament dels ratolins.

Malgrat aixo, s’ha vist que molécules com la brevicomina, la 2-
heptanona i la tiazolina, no indueixen c-fos a ’'OVN quan ’animal és
exposat a elles ailladament, el que podria estar indicant que per elles
mateixes aquestes molécules no poden accedir a ’'OVN (Kimoto et al.,
200595) ni, per tant, sén capaces d’activar les cél-lules mitrals del bulb
olfactiu accessori (Luo et al., 2003). Aquests resultats podrien estar
indicant que, si bé molécules volatils com la 2-heptanona podrien
tenir un paper en la senyalitzacié6 del génere masculi, pot ser
requereixen d’altres substancies d’alt pes molecular per accedir a
I’'OVN o per activar (actuant cooperativament) les cél-lules de I’'OVN i
les cél'lules mitrals de ’AOB.

En aquest sentit, els efectes comportamentals i endocrins que

diversos autors (Novotny et al., 1985; 1990; Jemiolo et al., 1989) han



mostrat front a alguns d’aquests volatils (tiazolina, brevicomina,
farnesens) podrien ser respostes condicionades, degudes a
l'experiéncia quimiosensorial prévia. Més encara, algunes d’aquestes
molécules, com els farnesens, es troben també a l'orina de rata
(Zhang et al., 2008), i per tant, no sembla raonable que juguen un
paper com a feromones sexuals als ratolins.

En aquest sentit és important destacar que les MUPs tenen una
cavitat central que pot unir molécules lipofiliques, com per exemple
la tiazolina i la brevicomina. Tant és aixi, que la immensa majoria
d’aquestes molécules presents a l'orina de mascles esta unida a
MUPs (Bacchini et al., 1992; Robertson et al., 1993; Novotny et al.,
1999). Una vegada que es diposita una marca d’orina al medi, els
volatils units a les MUPs comencen a difondre, peré més lentament
que si no estigueren units a elles (Hurst et al., 1998; Robertson et
al.,, 2001; Armstrong et al., 2005), de manera que aquesta unid
afavoreix que el senyal volatil siga accessible per a altres individus
durant més temps (Hurst et al., 1998; Humphries et al., 1999). De
fet, el grup de Jane Hurst ha caracteritzat una MUP que té especial
afinitat per la tiazolina, i que a més, la reté durant més temps, de
manera que apareix com una ferma candidata a ser la proteina

responsable d'unir la tiazolina per tal d’afavorir la seua difusié



gradual a les marques deixades pels mascles (Armstrong et al.,
2005).

Per tot aixd, sembla raonable hipotetitzar que les feromones sexuals
de mascle estiguen formades per molécules volatils com la 2-
heptanona, la tiazolina, la brevicomina o els farnesens, i per
proteines d’alt pes molecular com les MUPs. La unié a les MUPs
afavoriria, d'una banda, que els volatils accedirien a I’'OVN, i d’altra
banda, permetria que aquests volatils difongueren més lentament a
les marques deixades a l’entorn. De fet, es sap que les MUPs
parcialment purificades de l'orina de mascles i dissoltes en orina de
mascle juvenil indueixen acceleracio de pubertat en femelles (efecte
Vandenbergh), fins i tot seguint procediments per eliminar totalment
els seus possibles lligands. En canvi, solament la porcié volatil no és
capa¢ de restaurar aquest efecte en l'orina de mascles immadurs
(Mucignat-Caretta et al., 1995). Aquests resultats semblen indicar en
conjunt que, almenys per a induir certs comportaments, les MUPs
requereixen dels volatils i aquests de les MUPs per ser capacos
d’actuar com a feromones.

La possibilitat que l’activitat feromonal es dega a un complex d'una
molécula volatil unida a wuna proteina ha estat recentment
demostrada per a la feromona de mascles de Drosophila que és

atractiva per a les femelles (Vosshal, 2008). En aquest cas, la



molécula volatils és cVA (11-cis vaccenyl acetate), que s’uneix a una
proteina anomenada LUSH induint un canvi conformacional en la
mateixa que fa que el complex cVA-LUSH siga detectat pels receptors
olfactius Or67d i Or83d, que actuen en tandem, en el sistema
olfactiu de l'insecte. En conclusio, als ratolins, com passa a
Drosophila, la feromona pot ser un complex de volatil i proteina.

Per tultim, cal tenir en compte que els rosegadors tenen una série de
glandules a través de les quals alliberen secrecions a l’exterior, a
banda dels senyals excretats a través de l'orina. Per tant, resulta
interessant explorar la possibilitat que certs senyals procedents
d’aquestes glandules pugueren estar implicats en la codificacié del
génere i, per tant, en la comunicacié intersexual, com s’ha demostrat
a les sarigues (Wang et al., 2007).

De fet, el grup de Kimoto ha analitzat senyals provinents de diferents
glandules de mascles de ratoli i ha trobat que hi ha dues molécules
secretades per la glandula supramaxilar i per la glandula
extraorbital, respectivament, que provoquen induccié de c-fos a
'OVN de les femelles, en concret en neurones que expressen
receptors de tipus V2R. La feromona secretada per la glandula
extraorbital a la que anomenen ESP1 (de l'anglés exocrine gland-
secreting peptide) indueix expressio de c-fos a 'OVN de les femelles

pero no dels mascles, probablement perqué els mascles estan en



contacte sempre amb la seua propia ESP i per tant les neurones dels

seus OVN no expressen c-fos en resposta a aquest estimul.



43 FEROMONES, ATRACCIO | REFORC

Un estimul pot ser considerat atractiu si es detectat des de la
distancia i la seua detecci6 condueix a la cerca de la font que el
produeix (per exemple les olors o els estimuls visuals o auditius).
Com ja hem discutit préviament, els estimuls vomeronasals solament
poden ser detectats mitjancant contacte directe (Luo et al., 2003; els
nostres resultats), pero malgrat aixo, “atrauen” les femelles de ratoli.
Aquesta “atracci6” solament pot ser explicada si les feromones de
mascle son reforcants per a les femelles, tal i com ho sén altres
estimuls reforcants malgrat requerir del contacte directe per ser
detectats, com és el cas del sabor dol¢ de la sacarosa o la sacarina
(Berridge, 2003).

Amb l'objectiu d’explorar la possibilitat que les feromones sexuals de
mascle suposaren una recompensa per a les femelles de ratoli, hem
utilitzat un test estandard que es fa servir per a analitzar les
propietats reforcants de drogues o estimuls naturals, el test
d’adquisicié de preferéncia condicionada de lloc (place preference, en
anglés). Aquest test consisteix en reforcar una posicioé concreta d’una
caixa de test amb l'estimul a analitzar durant una série de sessions
d’aprenentatge. Es a dir, durant aquestes sessions l'estimul es
col'locat sempre en la mateixa posici6 de la caixa, de manera que si

detectar-lo suposa una recompensa per als animals, aquests



adquireixen preferéncia per aquesta posiciéo de la caixa, de manera
que passaran més temps en aquest lloc que en les altres parts de la
caixa fins i tot en abséncia de l'estimul reforcant. Utilitzant aquesta
estratégia, explorarem les propietats reforcants de senyals
procedents de distints tipus de conespecifics (mascles intactes,
mascles castrats i altres femelles) en femelles de ratoli. Els resultats
d’aquests experiments indicaren que solament la borumballa
embrutada per mascles és capac¢ d’induir adquisicié de preferéncia
de lloc per la posici6 de la caixa en qué sén presentades
sistematicament durant les sessions d’aprenentatge. Com era
d’esperar, les femelles adquireixen aquesta preferéncia si durant les
sessions d’aprenentatge sells permet fer contacte directe amb
aquesta borumballa (i per tant poden detectar les molécules no
volatils que aquesta conté). Pel contrari, els volatils de mascle que
emanen de la borumballa embrutada per mascles, per si mateixos,
no sén capacos d’induir preferéncia de lloc. En conjunt, tots aquests
resultats indiquen que les femelles de ratoli sén atretes innatament
per certes feromones no volatils i detectades pel sistema vomeronasal

que tenen, a més, propietats reforcants per a elles.



44 L ESFEROMONES| EL REFORC DEL SEXE

En rosegadors esta demostrat mitjancant paradigmes d’adquisici6 de
preferéncia de lloc (place preference; PP), que el sexe és un reforcant
natural (Meissel i Jopa 1994; Meisel et al., 1996; Paredes i Alonso
1999; Huges et al., 1990; Mehara i Baum 1990; Miller i Baum 1987;
Agmo i Berenfel, 1990; Agmo i Gomez, 1993), de la mateixa manera
que ho son el menjar (Lepore et al., 1995; Papp, 1988a; Papp et al.,
1991; Cheeta et al., 1994), el sabor dol¢ (Kelley i Berridge, 2002) i
laigua (Crowder i Hutto 1992a; Agmo et al., 1993; Perks i Clifton
1997). De fet, el sexe és capac¢ de produir PP perqué inclou una série
d’estimuls reforcants relacionats amb la parella sexual. Per aixo, la
practica del sexe ve associada a l'obtencié d'un munt d’estimuls
gratificants que fan que el comportament sexual es reforce,
augmentant aixi leficacia de les interaccions sexuals amb
l'experiéncia (Meisel i Mullins, 2006; Del Punta et al., 2002).

El que no esta clar és quins estimuls dels associats amb tot el
repertori de pautes copulatories i paracopulatories sén reforcants.
Els nostres resultats suggereixen que, al menys en femelles de ratoli,
l’accés a les feromones sexuals de mascle al OVN és reforcant. Hi ha
evidéncies prévies que suggereixen que aquesta estimulacié reforcant
te importancia pel manteniment del comportament sexual en les

femelles de rosegador. Aixi, Kohlert i Olexa (2005) analitzaren si la



estimulacié genital deguda a la intromissié per part del mascle era
lelement reforcant per les femelles de hamster. Per aixd, estudiaren
si la interaccié sexual amb mascles induia preferéncia de lloc en
femelles a les queé sells aplicava un tap vaginal, de manera que la
intromissié per part del mascle no era possible. Els resultats
indicaren que aquestes femelles desenvolupen preferéncia de lloc, i
de la mateixa manera que en femelles normals, demostrant que la
intromissi6é per part del mascle no és imprescindible per tal que les
femelles troben reforcant la seua interacci6 amb ell. Els autors
suggereixen que, fins i tot quan hi ha estimulaci6é vaginal ha d’haver
altres estimuls que també tinguen propietats reforcants per a elles.
Les propietats reforcants de les feromones sexuals obren la
possibilitat que, al menys en animals macrosmatics com els
rosegadors, part del refor¢ del sexe es dega a la detecci6 de
feromones sexuals de la parella, a més de la copula en si. En aquest
treball hem demostrat que les feromones sexuals de mascles s6n
reforcants per a les femelles de ratoli.

Sembla prou logic hipotetitzar a partir d’aquests resultats, que les
feromones sexuals de femella també resultarien gratificants per als
mascles, de manera que la seua detecci6 reforcaria el comportament
sexual. De fet el grup de Beauchamp i col-laboradors, (1982; 1983;

1985) demostraren, de forma molt similar a nosaltres, que el



comportament de quimioinvestigacié de la borumballa embrutada
per femelles de conillet d’Indies dequeia fins extingir-se en mascles
amb I'OVN lesionat. Segons els autors, aquest descens en el temps
de quimioinvestigaci6 semblava una extinci6 comportamental, del
que concloien que les feromones sexuals de femella detectades per
I’OVN dels mascles podrien tenir un paper reforcant.

En aquest sentit, la resposta de les femelles cap al mascle durant les
interaccions sexuals pot ser bastant agressiva (Feder, 1984), sobretot
quan els mascles sén inexperts i no han aprés, per exemple, que les
femelles no sén receptives quan no estan en estre (Edward, 1970;
Feder, 1984). Per tant, és molt possible que les primeres interaccions
sexuals siguen fins i tot negatives per als mascles, en quant a la
copula es refereix. Per tant, en el cas que la intromissi6 fora ["inica
recompensa que els mascles obtingueren, el comportament sexual
podria no veure’s reforcat. Tot i aixo, durant les primeres
experiéncies sexuals, el nuimero de copules amb intromissié6 que
materialitzen els mascles qué és baix, es va incrementant amb
l'experiéncia (Del Punta et al., 2002; Meisel i Mullins, 2000). Per tot
aixo, és perfectament plausible que les feromones sexuals detectades
per POVN durant la copula i el comportament paracopulatori siguen

capaces de reforcar el comportament sexual i garantir la seua



continuitat i millora, fins que la taxa de copula amb intromissié siga

suficient per reforcar-lo també.

4.4.1 Comportament sexual sense funcio

vomeronasal

Al punt anterior hem plantejat la hipotesi que en rosegadors la
detecci6 de feromones sexuals a través de 'OVN siga responsable,
almenys en part, del reforc que suposa el sexe en si mateix. En
consisténcia amb aquesta idea, s’ha vist que la integritat de ’'OVN és
essencial per a mantenir la taxa estandard del comportament de
munta en mascles de hamster sense experiéncia sexual (Meredith,
1986). A més, els mascles de ratoli als que els falta un grup de gens
de receptors vomeronasals de tipus VR1 (Del Punta et al., 2002)
mostren un comportament normal en els primers encontres sexuals,
pero el seu comportament copulatori decau amb l’experiéncia, el que
contrasta amb els animals normals, en els qué es dona un increment
de lactivitat sexual depenent de l'’experiéncia. Encara que aquest
déficit podria superar-se parcialment amb un increment de l’activitat
sexual (veure Pankevich et al., 2004), els resultats de Del Punta et al.
(2002) suggereixen que en els mascles de ratoli sense experiéncia

prévia certes senyals detectades per I'OVN (molt probablement



feromones sexuals de la parella) constitueixen pistes reforcants molt
importants per mantenir (i incrementar) ’activitat sexual original.

A més, la lesi6 de la funcié vomeronasal, especialment a mascles
verges, aboleix de manera completa el comportament de munta en
mascles (Clancy et al., 1984), aixi com les respostes precopulatories,
com so6n les vocalitzacions ultrasoniques (Wysocki et al., 1982) i
l'increment en els nivells de testosterona (Wysocki et al., 1983), en
diferents espécies de rosegadors.

De manera similar, la lesi6 de la funcié6 vomeronasal afecta de
manera substancial al comportament sexual de femelles. Aixi, s’ha
demostrat que la lesi6 de I'OVN en femelles de ratoli redueix
significativament la receptivitat sexual i el comportament de lordosi
en femelles de ratoli (Keller et al., 2006a). A més, els resultats dels
nostres experiments mostren que les femelles amb el BOA lesionat,
deixen de mostrar preferéncia cap als senyals de mascle (Martinez-
Ricos et al., 2008; Capitol 1).

Com a conclusio, totes aquestes observacions, junt amb els nostres
resultats d’aquest capitol i de ’anterior, suporten la hipotesi que la
detecci6 de feromones sexuals a través de ’6rgan vomeronasal és
fonamental perqué el sexe siga reforcant als rosegadors, i per tant,
per a mantenir l’activitat sexual estandard. Malgrat aixo, cal recordar

que com a estimul incondicionat, les feromones no volatils poden ser



associades a altres estimuls (com per exemple olors detectades pel
sistema olfactiu principal) que esdevinguen reforcants secundaris
capacos de sostenir el comportament sexual per si mateixos. Aixo
explicaria l'efecte reduit de les lesions de I'OVN a animals amb

experiéncia sexual prévia (Meredith, 1986).

45 NEUROBIOLOGA  DEL REFORC DE

FEROMONES

4.5.1 Bases neurals del reforc per feromones sexuals

Com ja hem explicat préviament, els experiments classics
d’autoestimulaci6 cerebral i de 'estudi de l'efecte de drogues sobre el
refor¢c de certs comportaments (com per exemple pressionar una
palanca) per mitja de reforcos naturals com el sabor dol¢ o el menjar,
han portat a proposar com a circuit basic del refor¢ la via
dopamineérgica que transcorre des de l’area tegmental ventral fins
lestriat ventral, en particular sobre el nucli accumbens. Pero, com
també hem esmentat préviament, el nombre de nuclis que formen el
circuit del refor¢ s’ha incrementat com a consequéncia de treballs
més recents (veure Introduccié del Capitol 3), de manera que avui en
dia es reconeix que l'amigdala basolateral i el cortex prefrontal
medial, fortament connectats amb l’estriat ventral (Swanson, 1982;

Martinez-Hernandez, 2008/9) i entre ells (McDonald, 1991), també



estan implicats en els mecanismes del refor¢ (Routtenberg i Sloan,
1972; Baxter i Murray, 2002).

Com a estimuls reforcants naturals, les feromones sexuals deurien
d’'interactuar amb aquest sistema. El nostre treball ens permet
suggerir una via anatomica que mitjancaria aquesta interaccio,
segons la qual les feromones sexuals no farien servir la via tegmento-
estriatal siné vies amigdalo-estriatals.

En primer lloc hem demostrat que les feromones de mascle sén
detectades a través del sistema vomeronasal de les femelles, perque
la lesi6 de I’AOB elimina la preferéncia per la borumballa embrutada
per mascles (Capitol 1 d’aquesta tesi; Martinez-Ricos et al., 2008). En
segon lloc, hem vist que la seua detecci6 activa l'amigdala
posteromedial cortical (Moncho-Bogani et al., 2005; Capitol 3
d’aquesta tesi) i 'area amigdalo-hipocampica, dos centres clau de
l'amigdala vomeronasal. I per ultim hem demostrat que les
feromones sexuals també activen els illots de Calleja medials (en
concret els ventromedials; Capitol 3 d’aquesta tesi). També hem
demostrat que lactivacié d’aquests centres esta correlacionada i
depen del temps d’exploraci6 de les feromones masculines
contingudes a la borumballa embrutada per mascles.

Totes aquestes dades funcionals dibuixen una via anatdémica que

constituiria la de 1’accés dels estimuls vomeronasals als circuits



Capitol 4. Disscussio General

cerebrals del refor¢ (Figura 41). Aquesta hipotesi es suportada per les
dades neuroanatomiques de Novejarque (2007/08) i Ubeda-Bafnon et
al., (2008), que indiquen la preséncia d’importants projeccions des

del CoApm i ’AHA fins els ICj, els ponts cel'lulars i el Tu.

Feromones sexuals

'

BOA

Amigdala

CoApm / AHA

Estiriat ventral

Icj
vi  NAC

CB «——Tu medial «—

. !

Refor¢ primari de les
feromones sexuals de
mascle

Figura 41. Esquema que representa la via que seria responsable de codificar les
propietats reforcants de les feromones sexuals. Bulb olfactiu accessori (BOA);
amigdala cortical posteromedial (CoApm), area amigdalo-hipocampica (AHA),
ponts cel-lulars (o cell bridges, en anglés, CB), tubercle medials(Tu medial), illots

de Calleja ventromedials (ICj VM), nucli accumbens (NAC).
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Per ultim, el nostre grup ha demostrat que la lesié de centres
d’aquesta via es tradueix en una pérdua de la preferéncia de les

femelles per les feromones masculines (Agustin-Pavéon, 2008).

4.5.2 Neuroquimica del reforc per feromones sexuals

A banda de les dades anatomiques i funcionals ja descrites que
suporten la nostra hipotesi, els experiments del nostre grup
corroboren que, a diferéncia d’altres estimuls naturals, el refor¢c de
les feromones sexuals de mascles és independent de l’alliberament
de dopamina i de la via tegmento-estriatal classica. En primer lloc,
I'analisi realitzada per Jose Moncho Bogani (2005) de l’expressio de
c-fos al cervell de femelles exposades a feromones sexuals de mascle
va provar que la deteccié d’aquests estimuls activa certes arees
implicades en els mecanismes del refor¢c com és el nucli accumbens,
pero en canvi ’area tegmental ventral no s’activa. Posteriorment, el
treball de Jose Martinez-Hernandez (2006) mostra que les lesions
excitotoxiques de les neurones dopaminérgique de ’ATV mitjancant
injeccions estereotaxiques de 6-OH dopamina, redueixen la
preferéncia per sacarosa, perod no alteren la preferéncia innata que
les femelles mostren cap a feromones masculines. Per tant,
confirmaven que el refor¢ degut a sacarosa esta mediat per la via
tegmento-estriatal classica, mentre que el degut a les feromones

utilitzaria una altra via alternativa.



Com hem dit a 'apartat anterior, la via del refor¢ de feromones seria
una projecci6 amigdalo-estriatal que no és de naturalesa
dopaminérgica, siné probablement glutamateérgica. De fet, el treball
de Nicolas Gutiérrez Castellanos (Gutierrez-Castellanos et al., 2008),
també membre del nostre grup, ha mostrat que les projeccions
amigdalines sobre les regions de lestriat ventral que suposem
responsables del valor reforcant de les feromones (les que van des del
CoApm fins els ICj, els CB i el Tu) sén riques en Zn i, per tant, molt
probablement glutamatérgiques.

Per ultim, Carmen Agustin Pavon (2008), ha estudiat ’efecte d'una
bateria de farmacs agonistes i antagonistes de neurotransmissors,
sobre el refor¢c de les feromones sexuals masculines en femelles de
ratoli. Els resultats del seu treball suggereixen que la codificaci6 del
valor reforcant de feromones sexuals dependria de vies
glutamatérgiques i que la dopamina (DA), aixi com altres
neurotransmissors, com els opiacis i 1’0xid nitric (ON), podrien estar

regulant aquesta via a diferents nivells (Figura 42)



Capitol 4. Disscussio General
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Figura 42. Neuroquimica dels circuits neurals responsables de la preferéncia per
feromones sexuals basat en Carmen Agustin-Pavon (2008) i el present treball. Els
punts de la via anatomica en els quals determinats neurotransmissors podrien
exercir el seu efecte s’assenyalen amb les fletxes negres discontinues. Els
neurotransmissors representats en roig (la dopamina i els opiacis) regularien la
transmissié a la baixa, mentre que els representats en verd ho farien a I’alca. Les

fletxes morades representen les projeccions glutamateérgiques.
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4.5.3 Diferents circuits per diferents plaers?

Tant els resultats del nostre grup com els d’altres autors confirmen
que l’estimulaci6 de l’estriat ventral és clau en la codificaci6 del valor
hedodnic dels estimuls, ja que tots els sistemes sensorials accedeixen
a ell i, per extensio, influeixen en l’activitat de les seues projeccions
descendents al palid (Berridge, 2003). Pero també quiestionen
algunes de les premisses que s’han considerat certes durant molt de
temps relatives als mecanismes cerebrals del plaer dels estimuls
reforcants naturals. D’'una banda, el paper de la dopamina en el
reforc pot ser no és el de codificar el valor hedonic dels estimuls, el
paler que indueixen (com no ho és per exemple en cas de les
feromones sexuals; Agustin-Pavén et al., 2007) sin6é que la dopamina
estaria implicada en altres aspectes dels processos relacionats amb
el refor¢, com son l'estat motivacional dels animals o 'aprenentatge
associat (veure Berridge i Robinson, 2003). D’altra banda, sembla
que és l'estimulacié de certes subregions concretes dins de l'estriat
ventral, i no l'estimulacié de tot l'estriat ventral en general, la qué
codifica el valor reforcant dels estimuls plaents.

En aquest sentit, el grup de Berrigde ha caracteritzat les reaccions
facials d’hedonia front a estimuls gustatius dolcos, que consisteixen
d'un patré especific de protrusions de la llengua facilment

reconeixibles i que, a més, es troben conservades en nounats



humans, primats i rates (Berridge, 2003). Es el qué ells consideren la
manifestacio del liking, és a dir, del plaer en sentit estricte que
origina el consum dun estimul gratificant, de forma que hom pot
analitzar el plaer induit per una soluci6 endolcida si és capac¢ de
quantificar les expressions facials d’hedonia. Aquest grup ha
descobert que al shell medial del nucli accumbens existeixen el que
han anomenat “punts calents” (hot spots), regions molt concretes a
les qué la microinjecci6 d’agonistes opioidérgics incrementa la
reacci6 de plaer induida en rates pel sabor dol¢ (Pecina i Berridge,
2005). També han observat que si bé la injecci6 d’agonistes
opioidérgics en altres regions de l’estriat ventral pot produir un
increment en el wanting, és a dir, en la motivacié per consumir
sacarosa, aquest no va lligat a un increment en el plaer que origina
el consum de sacarosa.

Aquests resultats, junt amb els nostres propis, ens fa proposar que
podria haver una regionalitzaci6 a lestriat ventral, de forma que
podrien existir “punts calents” que codificaren de manera especifica
el valor recompensant d’estimuls reforcants de distintes modalitats
sensorials.

Com ja hem comentat préviament, el comportament investigador
preferent que les femelles manifesten cap a les feromones sexuals de

mascle pot ser considerat una manifestacié del “plaer” (liking) que els



suposa el detectar-les, de manera equivalent a com les expressions
facials de les rates ho son del plaer que produeix el sabor dol¢ (veure
discussié a Agustin-Pavon et al., 2007). Aixi, tant els experiments
d’expressié de c-fos als illots de Calleja que comprén el Capitol 3
d’aquesta tesi com els de lesi6 d’aquest nucli realitzats per Carmen
Agustin ja explicats anteriorment, apunten que els illots de Calleja
medials (i en concret el ventromedial) i regions adjacents de l’estriat
ventral que inclourien parts del tubercle olfactiu i alguns dels ponts
cel-lulars, podrien constituir el “punt calent” que mitjanca el valor
hedonic de les feromones sexuals.

L’existéncia de diferents microcircuits del plaer podria estar
relacionada amb les caracteristiques concretes de cada estimul. Per
exemple, el grup de Berridge (Smith i Berridge, 2005b) ha
caracteritzat un punt calent al palid ventral, al qual la microinjeccio
d’agonistes d’opioides incrementa el liking. Les neurones d’aquesta
regi6 augmenten la seua resposta front a un estimul dol¢ (Smith et
al., 2004; Tindell et al., 2004; 2005; 2006). Quan els animals
consumeixen una solucié salina molt concentrada, que produeix
reaccions facials de fastic, les neurones d’aquest punt calent no
s’activen (Tindell et al., 2004; 2006). Pero quan la concentracio
salina en sang dels animals es disminuida exogenament, aquest

mateix sabor salat evoca reaccions facials de plaer i les neurones



d’aquest punt calent s’activen (Smith et al., 2004; Tindell et al.,
2006). Per tant aquesta regi6 processa el valor hedonic del sabors
dol¢ i salat de manera integrada amb senyals fisiologiques que
asseguren un balan¢ homeostatic correcte (Smith et al., 2004;
Tindell et al., 20006).

El “consum” de les feromones sexuals no estaria sotmés a un procés
de regulaci6 homeostatica com el que actua sobre el consum de
menjar o aigua, de manera que l’activitat dels punts calents que
codificaren el valor plaent d’aquest estimul no caldria que estigués
integrada amb els circuits responsables de mantenir 1’equilibri
homeostatic. Aquesta podria ser la ra6é que justificara l’existéncia de
microcircuits diferents dins de l’estriat ventral que codificaren el
valor plaent d’estimuls distints amb diferents condicionants
fisiologics.

4.6 LA HIPOTESI DUAL OLFACTIVA:

IDENTIFICAR FRONT A RECONEIXER

La preséncia de dos sistemes olfactius amb diferents oOrgans
sensorials i circuits neurals en la majoria dels tetrapods (Eisthen,
1997; Scalia i Winans, 1975) planteja la quiestié de si aquests tenen
funcions redundants o, pel contrari, les seues funcions so6n
complementaries. Recentment sembla que s’ha arribat a un consens

que diu que els dos juguen papers complementaris en mitjancar les



respostes comportamentals front a senyals de naturalesa quimica
(Brennan i Peele, 2003; Restrepo et al., 2004; Kelliher, 2007; Zufall i
Leinders-Zufall, 2007). De fet, algunes molécules son detectades tant
pel sistema olfactiu com pel vomeronasal (Xu et al., 2005). Perd no
existeix consens sobre quines serien estes funcions dels sistemes
olfactiu i vomeronasal, i com estan inter-relacionades. Les nostres
dades i les d’altres autors ens porten a suggerir que els dos sistemes
juguen papers diferents i complementaris: el sistema vomeronasal
sembla mitjancar la identificacié (coneixer la identitat quimica) d’un
numero reduit de molécules biologicament rellevants, mentre que el
sistema olfactiu permet el reconeixement de mescles de molécules
volatils (olors) amb els quals l'animal ha tingut experiéncia
préviament (per aixo 1"as del terme re-coneixement). El sistema
olfactiu també permet la deteccié (sense experiéncia prévia) de
moltes molécules sense rellevancia biologica, el qué permet aprendre
de l'experiéncia.

Dins el context de l’atraccié intersexual, aquesta quiestié pot ser
plantejada de 1la seglient forma: el sistema vomeronasal
s’encarregaria de la identificaci6 del génere dels conespecifics,
mentre que el sistema olfactiu permetria el reconeixement de les
marques de mascles o femelles individuals i facilitaria la cerca o

l'evitaci6é d’aquests individus.



Les neurones de l’0rgan vomeronasal expressen un sol receptor
(Mombaerts, 2004), bé dels anomenats tipus 1 (VR1, de l’anglés
vomeronasal receptor 1) bé del tipus 2 (VR2). Els receptors
vomeronasals uneixen un Unic (o molt pocs Boschat et al., 2002;
Leinders-Zufall et al.,2004) lligands de manera molt especifica, cap
als quals mostren una gran afinitat. Per tant, aquestes neurones
responen de manera ultrasensible i extremadament especifica
(Leinders-Zufall et al., 2000) a la preséncia a ’entorn d'un numero de
molécules per a les quals tenen receptors. Tot aco suggereix que el
sistema vomeronasal esta organitzat d’acord amb el qué s’anomena
codi de “linia marcada”. La identitat i la concentracié de la molécula
detectada so6n codificades al receptor, sense necessitat dun
processat posterior a nivells centrals. A¢co permet la identificacié dels
lligands sense que calga experiéncia prévia amb ells, la qual cosa és
molt util per a mitjancar el desencadenament de respostes pre-
programades, no apreses cap a molécules especifiques com les
feromones.

Pel contrari, les neurones olfactives expressen un uUnic receptor
d’'una gran familia de receptors (OR, de l'anglés olfactory receptors,
Mombaerts, 2004) o receptors trace-amine (TAARs, de ’anglés trace
amine-associated receptors, Liberles i Buck, 2006). En comparaci6

amb els receptors vomeronasals, els olfactius sé6n generalistes i molt



menys sensibles. Aco es pot observar si hom compara la resposta de
les neurones vomeronasals (Zufall et al.,, 2002) amb la de les
olfactives (Spehr et al., 2006) cap al mateix tipus de molécula (com
per exemple els péptid derivats de MHC I). A més a més, els receptors
olfactius uneixen varies molécules distintes amb diferents afinitats.
Com a consequéncia, una concentraci6 baixa d'una determinada olor
activa un numero reduit de receptors. Per0 a mesura que la
concentracié s’incrementa, també augmenta el nimero de receptors
diferents que s’activen. Per tant, ni la identitat ni la concentraci6
d'una determinada molécula pot ser deduida de l’activitat d’una
neurona en concret, siné que esta codificada per l'activitat conjunta
de tota la poblacié de receptors (Malnic et al., 1999). Acod explica el
caracter sintétic de la percepci6é olfactiva, és a dir, que distintes
mescles de molécules volatils sén detectades com a olors particulars
diferents dels components concrets que les formen (Zou i Buck,
2006). Com a consequiéncia, el disseny dels sistema olfactiu no
sembla apropiat per identificat una olor o una mescla d’olors en la
primera experiéncia amb ell, perd si per a reconéixer patrons
d’activitat induits per aquestes olors en experiéncies passades amb
ells. Per tant, les reaccions cap a la majoria d’olors no serien pre-

programades (innates o no apreses).



Malgrat tot aixd, aquestes propietats fan el sistema olfactiu
extremadament versatil, i capac¢ de detectar i reconéixer desenes de
milers d’olors diferents amb un ntmero reduit de receptors. La idea
que els receptors vomeronasals estan dissenyats per a detectar un
espectre menut de molécules concretes, mentre que els receptors
olfactius sén generalistes, es veu recolzada pel fet que els receptors
olfactius estan molt conservats al llarg de l’evolucié, mentre que els
receptors vomeronasals son més especifics de llinatge (Grus i Zhang,
2008).

Una altra diferéncia molt important entre els dos sistemes és la
volatilitat dels lligands que detecta cadascun d’ells i, per tant, la
distancia des de la qual pot tenir lloc aquesta deteccié. Com ja hem
explicat anteriorment, als vertebrats terrestres la deteccié d’estimuls
vomeronasals requereix del contacte directe amb la font de l'estimul
(les nostres dades, Luo et al., 2003), mentre que el sistema olfactiu
principal detecta olors (volatils) des de la distancia. La idea que els
estimuls vomeronasals s6n molécules no volatils (Luo et al., 2003;
Moncho-Bogani et al., 2002; Wysocki et al., 1982) ha estat testada
per experiments in vitro que han mostrat que els receptors de les
neurones vomeronasals responen a volatils de l'orina (Boschat et al.,
2002; Leinders-Zufall et al., 2000) i fins i tot a volatils d’origen

sintétic (Sam et al., 2001). Pero és molt important destacar que



aquestes respostes no s’han pogut registrar in vivo (Luo et al., 2003).
A més, recentment s’ha demostrat que a l’epiteli vomeronasal
algunes neurones coexpressen un receptor olfactiu amb el receptor
de tipus V1R (Lévai et al., 2006). Aquests receptors olfactius poden
ser responsables de l’activacié amb volatils sintétics que mostraren
Sam et al. (2001). Per tant, sembla que els volatils que poden activar
les neurones vomeronasals no poden arribar a l'epiteli vomeronasal
sense contacte directe amb la font de ’estimul. En el cas dels volatils
de l'orina que poden activar les neurones vomeronasals, és molt
probable que arriben fins elles formant complexos amb MUPs, les
quals tenen, com ja hem explicat anteriorment, una butxaca
lipofilica que uneix volatils de l'orina amb accié feromonal amb gran
afinitat (Beynon et al., 2004). Hi ha diferents linies d’evidéncia que
suggereixen que en aquests complexos MUP-volatil les proteines no
solament jugarien un paper com a transportadors, siné que son
senyals biologicament rellevants de per si (Brennan i Peele, 2003;
Chamero et al.,, 2007, Hurst et al., 2001). Per tant, aquests
complexos MUP-volatil constitueixen ferms candidats per a ser les
feromones que es detecten a través del sistema vomeronasal.

Les fonts de molécules oloroses constitueixen estimuls potencialment
atractius o amenacadors, que per tant poden ser investigats i exercir

atraccio (és a dir, induir que ’animal es dirigisca a favor del gradient



de concentraci6 d’aquest estimul) o evitats (i per tant originar que
l'animal no es moga o ho faca en direcci6 contraria al gradient de
concentraci6 de l’estimul). Aixi, per a la majoria de rosegadors, els
estimuls olorosos soéon cridaners i indueixen una investigacié molt
intensa (els tests d’habituacio-deshabituacio o de la funcié olfactiva
es basen en aquest fet; Gregg i Thiessen, 1981). De fet, els
rosegadors tendeixen a investigar senyals quimics de conespecifics
del mateix (Martinez-Ricos et al., 2007) o del génere contrari
(Martinez-Ricos et al., 2007; Nybi et al., 1985; Pankevich et al., 2006)
i fins i tot de conespecifics castrats o olors sintetiques (Martinez-
Ricos et al., 2007), quan s6n confrontades a aire pur (Nyby et al.,
1985), borumballa neta (Martinez-Ricos et al., 2007) o aigua
(Pankevich et al., 2006) en tests d’eleccié simple. En canvi, els
animals anodsmics rarament investiguen objectes o fins i tot els
conespecifics (Mandiyan et al., 2005).

Aquestes observacions, junt amb les nostres dades i les d’altres
autors, ens porten a refinar la hipotesi olfactiva dual per tal
d’explicar millor la forma en qué els sistemes olfactiu i vomeronasal
treballen conjuntament, de forma complementaria. El sistema
vomeronasal detecta un conjunt de substancies per a les quals
existeixen receptors especifics i mitjanca les respostes emocionals

incondicionades cap a elles. Aco inclou no solament l’atracci6é cap a



feromones sexuals, sin6, molt probablement, també les respostes de
por que les rates mostren cap a un collar préviament fet servir per
un gat. Aquestes respostes de por s’observen solament si a les rates
se les permet contactar amb el collar, per6 no quan s’aplica una
reixeta perforada que separa fisicament les rates del -collar
(Dielenberg i McGregor, 2001). A més, l’exploracié d’un collar de gat
per les rates incrementa significativament l’expressi6 de c-fos a
l'amigdala medial posteroventral en comparacié a l’activacié que
genera l’exposici6 de les rates a un collar que no ha estat en contacte
amb cap gat (Dielenberg et al,. 2001). Siga quina siga la raé (la no
volatilitat de la majoria de les molécules detectades per I'OVN, la
falta de corrent d’aire a través de l’epiteli vomeronasal i la necessitat
de mecanismes de bombeig per tal de detectar aquestes substancies
cal fer contacte directe amb elles. Per tant, 'animal ha d’estar
constantment bombejant molécules a l'interior del seu VNO o podria
no percebre estimuls de gran rellevancia. El sistema olfactiu
principal juga un paper molt important en aquest context, ja que
indueix l'activacié del bombeig vomeronasal i que, per tant, puguen
iniciar-se les respostes dependents de la detecci6 de senyals

vomeronasal. Aquest procés pot ser resumit en el seglient esquema.



1. Deteccié de volatils a través del sistema olfactiu principal,
que no originen una resposta comportamental concreta.
L’animal no els atribueix un significat.

2. La deteccio de determinats volatils indueix l’activacié del
bombeig vomeronasal i, per tant, la detecci6 dels estimuls
vomeronasals no volatils que estigueren presents.

3. A continuaci6 té loc la identificaci6 dels estimuls
vomeronasals.

4. 1, en conseqUéncia, es porta a terme la resposta
comportamental adequada.

5. Durant aquest procés pot tenir lloc un aprenentatge
associatiu a través del qual 'animal relacione l’estimul volatil
detectat en primera instancia i el senyal no volatil detectat a
través de 1’0rgan vomeronasal i que ha desencadenat la
resposta comportamental en quiestio.

6. A partir d’aquest moment 'animal podra expressar respostes
condicionades als volatils associats amb els senyals
vomeronasals, que ara so6n reconeguts i se’ls atribueix un
significat.

Aquest sistema és capac¢ de detectar una gran varietat de molécules
de moltes classes. La deteccié de totes aquestes molécules indueix

formes d’investigacié que inclouen bombeig vomeronasal i exploracio



tactil a través de les vibrisses (veure discussi6 del Capitol 1). La
majoria dels objectes biologicament interessants (presses, predadors
o conespecifics, o les seues marques a l'entorn) séon fonts importants
tant d’olors com de molécules no volatils detectades a través del
sistema vomeronasal. Aco assegura la identificaci6 de la font per
mitja de la seua olor, donat que ’animal ha tingut experiéncia prévia
amb marques (orina, excrements), a través de la qual ha tingut lloc
l’associacié vomeronasal-olfactiva.

La majoria dels volatils (olors detectades a través de l’epiteli olfactiu)
no poden ser identificats en el primer contacte amb els mateixos,
degut a la natura generalista dels receptors olfactius, pero indueix
un patré d’activitat en el sistema que pot ser reconegut en encontres
successius amb la mateixa olor. Si s’associa amb un estimul
vomeronasal concret, aquest patré induira les respostes emocionals
condicionades (com per exemple atraccié cap a l’olor d’'una possible
parella sexual o por cap a olors de predadors), que permeten
anticipar reaccions, la qual cosa té un gran valor adaptatiu.

Malgrat ac¢o, s’han descrit algunes excepcions a aquesta regla. La
feromona mamaria (Hudson i Distel, 1986; Schaal et al., 2003) es
detectada per l’epiteli olfactiu dels conills recent nascuts i indueix la
cerca del mugr6. A més, s’ha trobat un conjunt de ceél-lules mitrals

del bulb olfactiu principal que responen de manera exclusiva a una



molécula (methylthiol)metanethial) present en l'orina de mascle (Lin
et al., 2005), el qué suggereix que es detectada per un receptor
especific. Finalment, cal comentar que recentment s’han descrit les
reaccions innates cap a l'orina de possibles predadors dependents
del sistema olfactiu (Kobayakawa et al., 2007). A¢o indicaria que
algunes neurones olfactives expressen receptors olfactius especials
que estan dissenyats per detectar de manera especifica feromones o
al'lomones concretes. Els receptors de la subfamilia TAAR6-9, als
quals es déna una conservaci6é depenent de llinatge similar a la dels
VR1 i VR2, semblen bons candidats a ser responsables d’alguns
d’aquests fenomens.

Per ultim, cal discutir una quiestié de gran rellevancia quan s’estudia
el paper relatiu dels sistemes olfactiu i vomeronasal en el
reconeixement de génere. Aquesta és la necessitat de diferenciar
entre l’habilitat de detectar i discriminar senyals procedents de
conespecifics del fenomen de reconeixement o identificacié duna
moleécula i el seu significat en termes biologics. Per exemple,
I’habilitat de les femelles amb el BOA lesionat per a detectar olors de
mascle i discriminar-los dels de femelles o de mascles castrats i
d’olors sintétiques (els nostres resultats; Keller et al., 2006;
Pankevich et al., 2004) s’interpreta moltes vegades com una

demostracio de que les femelles s6n capaces d’identificar o reconéixer



el génere dels conespecifics. Ben al contrari, el que indiquen
aquestes dades és que, malgrat que son capacos de detectar
diferents olors a través del sistema olfactiu, donat que aquests
animals no prefereixen unes front a altres, no estan identificant el
génere del subjecte responsable d’aquesta marca.

Els nostres experiments sén un altre exemple d’animals que poden
detectar i discriminar olors de distints conespecifics perd aixé no vol
dir que estiguen identificant el seu génere, ja que no mostren el
comportament dependent de génere corresponent (preferéncia en
aquest cas). Solament quan els animals tenen accés directe, és a dir,
quan poden detectar senyals a través del sistema vomeronasal és

quan identifiquen el génere.

47 LES FEROMONES SEXUALS: UN NOU

ESTIMUL REFORCANT NATURAL

Els mecanismes d’aprenentatge associatiu i les vies del reforg
constitueixen un camp d’estudi molt important, tant per la seua
implicaci6 en els processos d’addiccié a drogues, com pels processos
d’aprenentatge emocional que es donen relacionats amb la
consecucio de recompenses.

Com ja hem discutit, els reforcants naturals que han estat objecte
d’estudi experimental fins al moment s6n els relacionats amb el

menjar i el beure, els sabors i el sexe. En aquesta tesi hem demostrat



que, a més de les estimulacions somatosensorials genitals i d’altres
parts dels cos propies de la copula, de les quals s’ha demostrat el
seu valor reforcant, les feromones sexuals constitueixen un estimul
vomeronasal que contribueix al reforc del sexe i a la atraccié sexual.
A més, els dos tests comportamentals utilitzats al llarg de la tesi, el
test d’elecci6 simple i el test d’adquisicié de preferéncia condicionada
modificat per nosaltres, han demostrat ser eines molt utils per
l'analisi de les propietats reforcants d’aquest estimul. Per tant, del
nostre treball se’n deriva un nou model experimental que ha mostrat
ser molt util per l'estudi de les vies i els mecanismes neurals del
refor¢c (veure altres treballs del grup: Moncho-Bogani et al., 2005;
Agustin-Pavon et al-, 2007 i 2008; Martinez-Hernandez et al., 2006).
Aquest model presenta avantatges front als models utilitzats fins el
moment. Tant el test d’elecci6 simple com el de preferéncia
condicionada de 1lloc sén tests molt senzills, donat que no
requereixen d’aparells complexos ni d’observadors especialments
entrenats (com per exemple el test de la hedonia mitjancant
l'avaluaci6 de ’expressivitat facial). A més, ’obtenci6 dels estimuls, la
borumballa embrutada per conespecifics, també és molt senzilla
(veure material i metodes). D’altra banda, sabem que les feromones
sexuals son detectades a través de l'd0rgan vomeronasal (capitol 1;

Martinez-Ricos et al., 2008), i que els tests no requereixen de



privacié prévia per observar el comportament, donat que no
presenten mecanismes de saciat immediats (no mostren habituacié;
veure resultats capitol 1). Per tot aixo I"as d’aquest model
comportamental apareix com una bona alternativa front als

paradigmes operants classics en l'estudi dels mecanismes del plaer.

4.8 FEROMONESEN HUMANS

Tant els nostres resultats, com els d’altres, que indiquen l’existéncia
de feromones en rosegadors, plantegen la qlestio de si en humans la
comunicacié intraespecifica podria estar basada, almenys en part, en
la detecci6 de feromones de congéneres. Malgrat que l’espécie
humana té un sistema olfactiu molt reduit en comparacié amb els
rosegadors, i que la identificaci6 i el reconeixement de les possibles
parelles sexuals semblaria basar-se fonamentalment en estimuls de
naturalesa visual i auditiva, hi ha la possibilitat de que, tot i aixo, les
secrecions juguen un paper (menor) en la comunicacié6 humana, tot i
que ho facen per sota de la consciéncia.

Pel que fa a les feromones desencadenants, les que provoquen canvis
comportamentals immediats, com ara l’atraccié sexual, l'evidéncia és
nulla. Si bé hi ha indicis de qué hom pot reconéixer el génere d’'una
persona a partir de la seua olor personal (veure Lenochova i
Havlicek, 2008), aix0 pot ser resultat de l’experiéncia prévia i, per

tant, no és demostratiu de l'existéncia de feromones sexuals o d’altra



mena. Hi ha un exemple, perd, on s’ha trobat una resposta
comportamental detectable en bebés de solament unes poques
setmanes, i que, per tant podrien ser innates o incondicionades.
Aparentment, els bebés poden identificar, i es senten atrets, per les
olors axillars (Cernock i Porter, 1985) i dels pits (Varendi i Porter,
2001) de la seua mare, front a olors semblants d’altres dones, la qual
cosa suggereix un mecanisme per al reconeixement del parentesc en
humans basat en senyals quimics. Pero, fins i tot en aquests casos,
és improbable que les molécules responsables d’aquestes olors no
siguen feromones. Al llarg dels primeres dies de vida, el bebe te
nombroses experiéncies gratificants (entre elles l’alletament) qué pot
estar associat amb l’'olor de sa mare.

Queda, per tant, com a Unica possibilitat ’existéncia de feromones
preparadores, que generen respostes de caracter fisiologic, endocri o
del desenvolupament relativament lentes. En aquest sentit, hi ha dos
exemples a la literatura cientifica a qué hem tingut accés.

Entre els estudis més coneguts sobre l’existéncia de feromones en
humans estan aquells que han analitzat 'acoblament del cicle sexual
entre dones degut a la possible detecci6 de senyals quimiques
d’altres dones, fenomen descrit per Martha K. McClintock en la
década dels “70 (McClintock, 1971). Alguns d’aquests estudis

indiquen que certes secrecions axil-lars de dones qué no sén oloroses



(és a dir, no sén percebudes de manera conscient com una olor),
indueixen alteracions en el cicle menstrual en altres dones (Stern i
McClintock, 1998). Les secrecions de dones que estan en la fase
fol'licular acurten el cicle menstrual de dones receptores. Pel
contrari, les secrecions produides per les mateixes donants, pero
recollides quan aquestes estan en la fase ovulatoria, tenen un efecte
oposat sobre altres dones en allargar el seu cicle menstrual (Stern i
McClintock, 1998). D’acord amb els autors, aquests dos efectes
“feromonals” explicarien l’acoblament del cicle menstrual de les
dones que conviuen, d’acord amb el model del doble oscil'lador
(Schank i McClintock, 1992)

Perd hi ha altres treballs que mostren resultats negatius sobre
l’'acoblament del cicle menstrual, tant en rates (Schkank, 2001) com
en dones (Yang i Schank, 2006; Schank JC, 2001) i que indiquen
que els resultats positius obtinguts als altres estudis es deurien a
errades en la metodologia estadistica feta servir en aquests treballs
(Schank J, 2001). Fins i tot sembla que, a nivell evolutiu, la
sincronia del cicle menstrual entre femelles que viuen juntes no és
convenient (Schank J, 2004), el que també qUestiona l’existéncia
d’aquest fenomen. Per tant, donat que continua sent un debat obert

si el fenomen de sincronitzacié del cicle menstrual entre dones



existeix (Wilson et al., 1991), encara ho és més que aquest ocorrega
com a consequiéncia de la deteccié d'una possible feromona.

Un altre exemple de possible feromona preparadora a la nostra
espécie és la 4,16-androstadien-3-ona (Wyart et al., 2007), que ha
estat identificada com un component de la suor dels homes (mascles)
i que manté els nivells de cortisol en dones significativament per
damunt dels nivells normals. En aquest treball, totes les dones
estudiades havien tingut experiéncia prévia amb homes, per tant
caldria comprovar si la resposta fisiologica front a la detecci6é de la
4,16-androstadien-3-ona podria ser condicionada a la percepcié d’un
altre estimul (fins i tot no quimic) que si tinguera rellevancia
biologica per si mateix, amb la qual cosa, la 4,16-androstadien-3-ona
no podria ser considerada una feromona.

Com a consideracié general, i com ja hem discutit abastament al
llarg d’aquesta tesi, perqué una substancia puga ser considerada
una feromona és requisit imprescindible que la resposta que genere
en l'individu que la percep siga incondicionada i no apresa. Per tant,
és fonamental controlar l'experiéncia preévia dels individus amb
estimuls intrinsicament significatius, als qué el senyal quimic en
questi6 podria estar associat. La tUnica manera d’aconseguir
controlar ’experiéncia prévia d’'un individu adult per analitzar 1’efecte

de possibles feromones de caire sexual és privar-lo des del naixement



del contacte amb congéneres de l'altre sexe, com férem nosaltres
amb les femelles de ratoli (quimicament verges). Per raons obvies en
humans aix6 no és factible i, per tant, resulta molt dificil, si no
impossible, comprovar el valor com a feromones sexuals de cap
substancia secretada per homes i dones.

En qualsevol cas, si en humans existiren les feromones sexuals
caldria estudiar quin és el sistema quimiosensorial responsable de la
seua deteccié. Si ens basarem en els estudis en altres animals (com
ara les nostres dades), aquests senyals haurien de ser detectats per
I'dorgan vomeronasal. Pero en humans, només hi ha un organ
vomeronasal anatomicament identificable (tot i que hi ha dubtes al
respecte) en uns pocs individus (Smith et al., 1998), i mai s’ha
descrit un bulb olfactiu accessori (Boehm et al., 1994; Meisami i
Bhatnagar, 1998). Per tant sembla que, si existeix, ’0rgan
vomeronasal no és funcional (Doty, 2001). De fet, els gens que
codifiquen per als receptors vomeronasals, sobretot de la familia dels
VR2 (Young i Trask, 2007), s6n pseudogens en humans (Mombaerts,
2001) i el canal TRPC2, fonamental per la transduccié de senyal a
I'drgan vomeronasal, no s’expressa a l'adult (Liman i Innan, 2003).
Una possibilitat seria que en humans el sistema vomeronasal
haguera estat “absorbit” per lolfactiu, donat que s’han trobat

transcrits del receptor VR1L1 en la mucosa olfactiva (Rodriguez et



al., 2000). Aixi, hi ha autors que suggereixen que les feromones en
humans serien senyals de naturalesa volatil, detectades per
receptors especifics, de naturalesa similar o igual als trobats a
I'dorgan vomeronasal d’altres espécies que estarien localitzats a la
mucosa olfactiva (Trotier et al., 2000). Pero la realitat és que no hi ha
proves de lexisténcia de feromones en humans, fonamentalment
perqué els estudis sobre aquest tema no tenen en compte
l'experiéncia prévia dels individus, factor que, com ja hem explicat,
és essencial. D’altra banda, com que als humans el sistema olfactiu
esta significativament menys desenvolupat que el visual o l'auditiu, i
el vomeronasal sembla inexistent, sembla una hipotesi més plausible
que malgrat que les vies que medien l’atraccio foren les mateixes en
humans i rosegadors (Meyer et al., 1989) els estimuls responsables
de mediar aquesta atraccié foren de naturalesa no quimica, siné
visuals o auditius, quedant el paper de les feromones en la
comunicacié intersexual molt relegat.

No volem acabar aquesta discussi6o sense fer esment de les
feromones mamaries. En conills s’ha demostrat l'existéncia d’una
feromona mamaria olfactiva (no vomeronasal), que guia els cadells
cap al mugré de la mare, l'efecte de la qual és independent de
l'experiéncia prévia (Hudson i Distel, 1986; Schaal et al., 2003).

Benoist Schaal ha proposat recentment la possibilitat de qué una



feromona mamaria semblant estiga present en humans (Schaal et

al., 2006).



Capitol 5:

CONCLUSIONS DE LA

TESI



Els mascles de ratoli produeixen, de forma depenent de la
testosterona, substancies no volatils que resulten
innatament atractives per a les femelles. Es tracta, per tant,
d’auténtiques feromones sexuals.

Les feromones sexuals masculines de ratoli s6n detectades
per les femelles a través de ’'6rgan vomeronasal.

Els volatils continguts en la borumballa embrutada per
mascles no sén atractius per a femelles quimicament verges,
és a dir, sense experiéncia prévia amb senyals quimiques de
mascles adults.

Els volatils de mascle poden esdevenir atractius de manera
secundaria en ser associats a les feromones sexuals
masculines (no volatils i detectades per I’0rgan
vomeronasal).

Les feromones sexuals masculines tenen propietats
reforcants per a les femelles de ratoli, ja que aquestes
desenvolupen preferéncia condicionada per un lloc on la
borumballa embrutada per mascles se’ls presenta com a
premi.

Els senyals quimics d’altres femelles o de mascles castrats

no tenen propietats reforcants per a les femelles de ratoli, ja



10.

que la seua detecci6 no indueix preferéncia condicionada de
lloc.

L’exploracié i detecci6é de les feromones sexuals masculines
contingudes a la borumballa embrutada per mascles
intactes activa els illots de Calleja ventromedials, el nucli
posteromedial de 1’amigdala cortical i l’area amigdalo-
hipocampica de les femelles. Aquesta activacié esta
correlacionada amb el temps d’exploracié de la borumballa.
Els illots de Calleja laterals semblen estar implicats en la
detecci6 de volatils de mascle, donat que sén activats
parcialment per l'exploraci6 de la borumballa embrutada per
mascles, pero aquesta activacié no mostra correlaciéo amb el
temps d’exploracio.

Els resultats de l'expressié de c-fos relatius a Illlot de
Calleja Magne son contradictoris. No s’activa
significativament com a consequéncia de l’exploraci6o de
borumballa embrutada per mascles, pero l’activitat esta
correlacionada amb el temps d’exploracio.

El cortex vomeronasal de les femelles, incloent-hi el nucli
posteromedial de l’amigdala cortical i l’area amigdalo-

hipocampica, i lillot de Calleja ventromedial, formen un



sistema funcional, donat que la seua activitat esta

correlacionada.
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