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RESUMEN 

Los animales que, evolutivamente, han generado 

estructuras sociales que les permiten generar estrategias 

grupales de supervivencia y reproducción, así como 

mecanismos para obtener información de los individuos de la 

misma especie. En la mayoría de especies del orden de los 

mamíferos, un importante sistema de detección de señales del 

medio es el olfato. Se tratan, por lo tanto, de especies 

macrosmáticas que aprovechan las quimioseñales de su entorno 

para adaptarse al medio o relacionarse con el resto de individuos 

con los que comparte nicho ecológico. Desde un punto de vista 

funcionalista, las quimioseñales que utilizan los individuos de 

diferentes especies en su comunicación se clasifican según sean 

intraespecie o entrespecie y, en esta relación, en función de 

quién obtiene una ventaja evolutiva.   

En esta tesis doctoral estudiaremos, utilizando 

especímenes de la especie de roedores Mus musculus, la 

conducta de éstos ante estímulos intra-especie (id est, 

feromonas) y estímulos entre-especies cuya recepción beneficia 

al receptor (i.d. las llamadas kairomonas, procedentes de un 
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depredador y detectados por su presa, beneficiando a la 

supervivencia de ésta última). Así pues, la tesis se divide en 

cuatro partes: en la primera se introducirá el estado de la 

cuestión respecto a la conducta social en mamíferos, 

centrándonos en describir las vías de procesamiento neuronal 

desde los sistemas olfativos del ratón hasta los centros de 

ejecución motora y describiendo la literatura actual sobre las 

moléculas y los receptores que éstas activan, y como la acción 

de estos receptores modula la actividad de las vías neuronales 

descritas. 

En la Parte II de la tesis presentaremos nuestros 

experimentos sobre estímulos de comunicación intraespecia. En 

concreto, los experimentos de este apartado tienen como 

objetivo el estudio de la conducta de ratones ante señales de 

atracción sexual (exempli gratia, orina de ratón macho, Darcina) 

y de la misma ante señales de congéneres con un modelo de 

simulación de enfermedad (e.g. orina de ratón macho tratado 

con Lipopolisacarido de origen bacteriano). Los resultados de los 

experimentos no permiten rechazar las hipótesis nulas 

principales, no encontrando atracción ante las quimioseñales 

volátiles o no volátiles de los estímulos presentados ni un 
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comportamiento evitativo ante las quimioseñales del modelo de 

enfermedad con LPS.   

Por otro lado, en la Parte III de la tesis, comentamos los 

resultados de los experimentos en los que utilizamos, como 

estímulo aversivo, señales de depredador. En concreto, 

utilizamos materiales procedentes de gatos: secreciones de la 

glándula perianal, saliva y un tejido donde había dormido un 

espécimen durante una semana; viruta de rata; y, finalmente, 

una molécula aislada presente en la orina de lobo, la 

Trimetilpirazina. Los resultados de nuestros experimentos, 

usando como variable dependiente la cantidad de tiempo que los 

animales pasan cerca del estímulo, no revelan un efecto 

significativo de los estímulos utilizados en los ratones de nuestra 

muestra.  

En conclusión, terminamos en la Parte IV de esta tesis 

realizando una revisión metodológica de la misma, cuestionando 

el estatus gnoseológico de la Darcina (supuesta feromona 

presente en la orina de macho que motiva atracción sexual en 

ratones hembra) y realizando una reflexión sobre la investigación 

actual en neurociencia sobre la conducta social en roedores y su 

complejidad.  
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Introducción:  

La conducta social hace referencia a los comportamientos 

que se dan entre un individuo y los especímenes de su misma 

especie, para algunos autores pudiendo ser también incluida 

hacia miembros de otras especies con la que comparte ambiente 

(entre-especies) (Alcock, 2009). Estas interacciones entre 

individuos están enfocadas a la supervivencia y a la 

reproducción dentro de un hábitat en concreto, y dependiendo 

de la especie puede tomar unas características u otras y dar 

lugar a una serie de conductas que van desde la agresión 

maternal o la agresión entre machos a conductas copulatorias o 

de cuidado parental (Taborsky, Cant y Komdeur, 2021). Así, 

evolutivamente hablando, la conducta social se encuentra en 

una amplia variedad de especies y presenta una dinámica 

evolutiva compleja (Moore, Brodie y Wolf, 1997), presentando 

una alta plasticidad tanto a lo largo del tiempo del ciclo vital del 

individuo como de la línea evolutiva de la especie (Blomberg, 

Garland y Ives, 2003). Como parte de esta complejidad sociales 

también hay que tener en cuenta al estudiar las conductas 

sociales los microorganismos patógenos a los que las especies 
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están expuestos (Kavaliers et al., 2018), siendo este factor más 

importante en especies con elevado nivel de gregarismo, puesto 

que una alta sociabilidad la aumenta la probabilidad del contagio 

de las infecciones (Alexander, 1994). 

La conducta social presenta, por tanto, una enorme 

complejidad como campo de estudio. Así, la organización social 

hace referencia para la ecología al número de individuos dentro 

de un grupo, su comportamiento y sus relaciones de parentesco 

genético (Ross y Keller, 1995). Las formas en que las especies 

se organizan varían enormemente entre ellas e incluso dentro de 

ellas mismas. Por ejemplo, podemos encontrar en la hormiga 

roja de fuego (Solenopsis invicta), una especie altamente 

eusocial, colonias donde solo se encuentra una reina 

reproductora (monoginia) u otras donde podemos encontrar 

varias reinas dentro de una de estas (poliginia) (Ross y Keller, 

1995; Keller, 1993). Esta tendencia en la hormiga roja se ha visto 

que depende de la variación polimórfica en un super gen (Krieger 

y Ross, 2002), y se han encontrado relaciones parecidas con 

características sociales y supergenes en otras especies como 

plantas, pájaros o peces (para una revisión más profunda ver 

Weitekamp, Libbrecht y Keller, 2017).  
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En el caso de los mamíferos, por otro lado, parece que los 

determinantes evolutivos, ecológicos y ambientales de la 

conducta social son más complejos (Clutton-Brock, 2021). 

Factores como la distribución de recursos, la estructura del 

hábitat, la presencia de depredadores, o características 

individuales como el rango en la jerarquía social y la edad 

influyen entre otras en el desarrollo de la conducta (Oldfield et 

al., 2013; Clutton-Brock, 2002). En ratas (Rattus norvergicus), 

por ejemplo, en experimentos en entornos seminaturales se ha 

encontrado que el estado emocional que provoca la presencia 

de ciertos estímulos ambientales (como el olor a lavanda, el 

ruido ambiente o la disponibilidad de chocolate) influye en el 

desarrollo del repertorio conductual reproductivo de machos y de 

hembras (Le Moëne y Ågmo, 2018).  

Esta complejidad en los comportamientos sociales de los 

animales ha sido observada desde antiguo, dejando ya 

constancia de ello, para el caso de la zona de influencia 

actualmente llamada “occidente”, pensadores como Aristóteles 

y su teoría del hielomorfismo de la materia (Feser, 2019), teoría 

que superaba la teoría del alma pitagórica compartida también 

por Platón en su dialogo Fedón (1983) y que influiría a todo el 
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pensamiento escolástico en los siglos posteriores. Así, antes del 

surgimiento de la etología moderna con los trabajos de los 

ganadores del premio Nobel de 1973 en fisiología y medicina 

Karl von Frisch, Konrad Lorenz y Nikolaas Tinbergen, el 

naturalista ingles Carlos Darwin puso el ojo en la conducta 

reproductiva con su teoría de la evolución mediante selección 

sexual. En sus observaciones realizadas durante su viaje en el 

buque de la Marina Real Beagle se dio cuenta de cómo la 

presencia de conductas y caracteres externos promueven la 

selección de estos especímenes que los poseen por congéneres 

del sexo contrario para realizar la cópula (Darwin, 2020). 

 

Figura 1: Esquema sobre la complejidad de la conducta social 

donde se muestra múltiples variables que influyen en la toma de 

decisiones sobre conductas sociales. Extraído de Chen y Hong, 

2018. 
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Podemos afirmar, por lo tanto, que una de las conductas 

sociales más importantes es la que tiene que ver con las 

conductas copulatorias y paracopulatorias. Este proceso, que 

culmina con la inseminación de la hembra por parte del macho 

en el acto de la cópula, se ha dividido en dos fases (Master, 

Johnson y Kolodny, 1995; Hull et al., 2002; Blaustein y Erskine, 

2002): la llamada fase consumatoria (donde se realiza la cópula) 

y la fase de apetencia (donde se encontrarían conductas 

paracopulatorias como la detección del individuo de sexo 

opuesto, su búsqueda y el cortejo). Así, Darwin ya observó el 

uso de colores en el plumaje de algunas aves (e.g. pavos reales 

y aves del paraiso) para atraer en esta fase apetitiva el interés 

sexual en algunas aves que observó en su conocido viaje, 

señalando la importancia de las características sexuales 

secundarias desarrolladas después de la pubertad como 

estímulos visuales incitadores de la cópula (Darwin, 1859). 

Cada especie, sin embargo, requiere de determinados de 

estímulos para iniciar conductas sociales, desde las conductas 

intra-especie (e.g. agresión entre machos, agresión materna, 

conductas copulatorias) a las inter-especie (e.g. conductas de 

depredación, evitación de depredadores, etc.). Así, mientras 
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tanto humanos como otros primates y muchas aves utilizan 

mayoritariamente el sentido de la vista para detectar señales que 

activan sistemas neuronales motivacionales que llevan a realizar 

estas conductas, otras especies, como la mayoría de los 

mamíferos (e.g. roedores, canes, lagomorfos, etc.) usan el olfato 

con esta misma finalidad.  

Sistemas Olfativos en Roedores: 

detección de señales 

Para el desarrollo de cualquier conducta es necesario la 

detección de señales que generen un estado interno que lleve al 

individuo a realizarla. En mamíferos, como comentábamos 

anteriormente, esta información se recibe principalmente 

mediante la detección de las señales que motivan 

comportamientos sociales (intra o entre-especie) por los 

sistemas olfativos, siendo esto principalmente cierto en la 

especie Mus musculus que nos ocupa en esta tesis (Wyatt, 

2003, 2010; Brennan y Keverne, 2004). Los ratones son una 

especie nocturna que mantiene su olfato cerca del suelo, por lo 

que su forma de obtención de información del medio ha 

evolucionado de tal manera que no dependa de la presencia de 
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luz en el ambiente, mediante el aprovechamiento de las señales 

químicas presentes en éste. Su respiración constante, con un 

rango de inspiraciones de 106 a 230 por minuto, un volumen de 

aire de 0,15 a 0,29 ml y una ventilación entre 23 a 47,5 ml/min 

(Hoyt et al., 2007), convierte a su olfato en una magnifica manera 

de obtener quimio-señales del ambiente. Además, se ha 

encontrado que la regulación de los ritmos que toma la 

respiración está relacionada con la actividad de los sistemas 

olfativos (Mori, Manabe y Narikiyo, 2014). 

Las señales olfativas que los ratones perciben mediante la 

respiración pueden indicar características del emisor como el 

sexo del individuo que ha generado la señal, la fase reproductiva 

en la que se encuentra, su estado de salud, otras características 

que permitan identificarle individualmente, etc. (Brennan y 

Kendrick, 2006; Logan et al., 2012). Estas señales se pueden 

clasificar según la naturaleza química de las mismas o según su 

funcionalidad en la comunicación entre individuos. Respecto a la 

clasificación de su naturaleza química se pueden dividir en 

señales de carácter proteico (proteínas o péptidos) y de otra 

naturaleza química.  
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Las moléculas con uniones peptídicas son usadas por la 

mayoría de vertebrados e invertebrados como feromonas y 

como señales de comunicación celular en todo el organismo 

(Wyatt, 2014b; Nicolau, 2012). Esta familia a su vez se puede 

clasificar según la cantidad de aminoácidos que las componen 

en péptidos pequeños, péptidos con estructura secundaría de 15 

a 50 aminoácidos (e.g. Péptidos Exocrinos de Glándulas 

Secretoras; ESPs, del inglés Exocrine Gland-secreting Peptides) 

y polipéptidos (e.g las Proteínas Urinarias Principales, PUPs). 

Más adelante retomaremos algunas de estas moléculas.  

Por otro lado, la clasificación según su funcionalidad utiliza 

un enfoque más etológico en el que se busca comprender los 

efectos de adaptación al ambiente en términos de 

beneficios/riesgos que estas moléculas poseen. Así, el primer 

término en ser introducido fue el de feromona (del griego pherein 

(transferir) y hormon (excitar)) por Karlson y Luscher (1959) 

mientras trabajaban en el instituto Max Planck en Alemania y, 

según estos, una feromona es:  

“[…] substances secreted to the outside of an individual 

and received by a second individual of the same species, 

in which they release a specific reaction, for example, a 
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definite behaviour or developmental process”1 (Karlson y 

Luscher, 1959) 

Esta definición ha sido, no obstante, objeto de 

modificaciones para adaptarse a los hallazgos obtenidos 

posteriormente. Wyatt (2014a; 2010) matiza la definición de 

feromona para definirlas como moléculas que han evolucionado 

con la especie que son emitidas por un individuo y recibido por 

un coespecífico y cuya respuesta de este último consiste en una 

reacción estereotipada o genéticamente definida. Wyatt (2010) 

señala que la respuesta estereotipada dependerá, entre otros, 

de factores contextuales, el estado interno del receptor (e.g. la 

madurez sexual influirá las conductas desarrolladas ante 

feromonas sexuales y el estado endocrino) y la experiencia 

anterior y el aprendizaje (Griffiths y Brennan, 2015; Beny y 

Kimchi, 2014; Stowers y Liberles, 2016). 

Continuando con la clasificación de las feromonas en base 

a su función en la conducta social, desde el desarrollo de la 

definición de feromona se han introducido otros términos para 

 
1 Trad. del autor: [las feromonas] son sustancias secretadas hacia el 
exterior de un individuo y recibidas por un segundo individuo de la 
misma especie, en la que desencadenan reacciones específicas, 
como un comportamiento determinado o un proceso del desarrollo 
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referirse a la comunicación inter-especie. El concepto más 

general en este tipo de comunicación fue el de aleloquímico y 

hace referencia a los compuestos químicos que median 

interacciones entre dos individuos que pertenecen a especies 

distintas (Dicke y Sabelis, 1988; Sbarbati y Osculati, 2006). 

Dentro de los aleloquímicos encontramos las necromonas, las 

kairomonas y las synomonas, que difieren entre sí en receptor 

del beneficio adaptativo. 

En el caso de las alomonas, la señal emitida genera una 

conducta favorable para el emisor en el receptor de la misma 

(Sbarbati y Osculati, 2006). Sería el caso de señales de un 

depredador que emite sustancias que atraen a la presa (Blum, 

1996) y viceversa (Apfelbach et al., 2005). Las kairomonas, al 

contrario, se tratan de señales aleloquimicas secretadas por un 

individuo que generan una respuesta beneficiosa fisiológica o 

comportamental en el receptor de otra especie, pero 

desfavorable para el emisor (Dicke y Sabelis, 1988). Por último, 

nos encontramos, dentro de este grupo, con las sinomonas. 

Estas sustancias suponen un beneficio mutuo tanto para el 

emisor como para el receptor (Dicke y Sabelis, 1988).  
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Finalmente, dentro de esta clasificación que ilustramos en 

la Figura 2, se ha descrito el concepto de apneumona para 

referirse a las sustancias emitidas por materia no viva que 

provoca una respuesta adaptativamente beneficiosa para un 

individuo de una especie, pero puede ser desfavorable para un 

individuo de otra (Nordlund y Lewis, 1976). Las necromonas 

pueden ser tomadas como ejemplo de apneumona al consistir 

en una señal que emite un cadáver (materia no viva) y que 

favorece a organismos de la misma especie o de otra diferente 

al indicar la presencia de putrefacción (Rollo, Czvzewska y 

Borden, 1994; Sun y Zhou, 2013). 

Figura 2: Representación gráfica de la clasificación de las quimio-

señales en base a su funcionalidad y a su valor adaptativo para 

las especies. Las figuras con forma de leones indicarían especies 

depredadoras y las figuras con forma de ratón a sus presas. El 
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color rojo señala un beneficio adaptativo de la interacción que 

provoca la señal emitida; el color verde un beneficio adaptativo.  

En la mayoría de tetrápodos existen principalmente dos 

sistemas olfativos de detección de quimioseñales olfativas 

(Eisthen 1997; Scalia y Winans, 1975): el Órgano Vomeronasal 

(OVN) o de Jacobson, por su descubridor el anatomista danés 

Ludvig Jacobson en 1813 (Jacobson, Trotier y Døving, 1998; 

Døving y Trotier, 1998; Halpern y Martínez-Marcos, 2003), y el 

Epitelio Olfativo Principal (EOP). Por otro lado, en ratones se 

conoce la existencia de otros dos pequeños sistemas de 

detección actualmente menos estudiados: el Órgano Septal de 

Masera y el Ganglio de Grüneberg. En la Figura 3 se ilustra la 

posición espacial de estas cuatro estructuras en la cavidad buco-

nasal.  

En ratones, el OVN es una estructura tubular sin salida 

localizada en la base de la cavidad nasal. El conducto 

vomeronasal es una pequeña apertura de cuatro milímetros de 

largo que conecta con la cavidad nasal principal y donde se 

encuentra el epitelio del OVN (Døving y Trotier, 1998; Ogura et 

al., 2010). Por otro lado, el EOP es el que posee la mayor área 

dentro de la cavidad nasal del ratón y se considera que este 
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encargado de la detección de olores volátiles presentes en el 

ambiente.  

Desde un punto de visto funcional se ha planteado que el 

OVN se encarga de la detección de señales feromonales de 

importancia adaptativa, aunque estudios actuales muestran un 

Figura 3: Arriba: Corte sagital de la cavidad nasal de un 

espécimen de la especie Mus musculus en el que se señalan los 

cuatro sistemas olfativos (Modificado de Barrios, Núñez, 

Sánchez-Quinteiro y Salazar, 2014). Abajo: Ilustración 

complementando la imagen anterior donde además se 

representan otras estructuras cercanas (modificado de Weiler y 

Farbman, 2003). 1. Epitelio Olfativo Principal; 2. Órgano Septal de 

Masera; 3. OVN; 4. Ganglio de Grüneberg.  



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

16 
 

papel complementario del EOP en la detección de éstas (Brenan 

y Zufall, 2006; Kelliher et al., 2006; Kelliher, 2007; Restrepo, et 

al., 2004; Zufall y Leinders-Zufall, 2007).  Una prueba de la 

importancia del OVN es el alto peso molecular de algunas 

señales propuestas como feromonas en Mus musculus (e.g. 

PUPs) requiriendo así la intervención del bombeo del OVN, que 

mediante la dilatación y constricción de sus vasos sanguíneos 

absorbería estas moléculas hacia su interior (Wysocki, 

Wellington y Beauchamp, 1980; Meredith, Marques y Stern, 

1980). Además, sabemos que estímulos procedentes de ratón 

macho estimulan la activación del OVN. Nuestro equipo (junto 

con otros) ha encontrado que el contacto de ratones hembra con 

viruta sucia procedente de cajas donde se había estabulado a 

ratones machos provoca la activación del sistema vomeronasal 

(Monchoi-Bogani et al., 2005; Martínez-Ricos et al., 2007). 

Además, lesiones en el Bulbo Olfativo Accesorio (BOA) en 

ratones hembra eliminan la preferencia de éstas por las 

feromonas atractivas presentes en la viruta sucia de ratones 

macho (Martínez-Ricos et al., 2008).  

El Órgano Septal de Masera, el tercero en extensión de 

los cuatro sistemas olfativos, se encuentra en la parte basal del 
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septum (Figura 2; Weiler y Farbman, 2003) y aunque fue 

primeramente descrito en alemán por Ivar Broman en ratones 

recién nacidos (1921) fue el anatomista italiano Rodolfo-Masera 

el que lo localizó en diferentes especies. Respecto a su función, 

se ha encontrado que las neuronas que integran el órgano tienen 

un doble papel en quimiosensación y en mecanorrecepción, 

sincronizando la actividad del sistema bulbo olfativo (BO) con la 

respiración (Grosmaitre et al., 2007). 

Finalmente, el Ganglio de Grüneberg, el más pequeño de 

los sistemas olfativos, fue descubierto accidentalmente por Hans 

Grüneberg en 1971 (Grüneberg, 1971). Se ha especulado con 

un rol de este sistema en la termopercepción de neonatos 

(Mamasuew, Breer y Fleischer, 2008; Schmid et al., 2011) y, en 

los últimos años, se han publicado resultados que sugieren un 

papel en la detección de señales de alarma, de depredadores y 

otros (Brechbühl, Klaey y Broillet, 2008; Brechbühl et al., 2015; 

Mamasuew, Hofmann, Breer y Fleischer, 2011; Fleischer, 2021). 

Parte importante del estudio de la percepción de las 

señales olfativas en ratones mediante estos cuatro sistemas, de 

los cuales, como comentábamos anteriormente, el OVN y el 

EOP desempeñan un papel protagonista, es la comprensión 
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sobre los receptores neuronales que median la transducción de 

la quimio-señal en un potencial de acción. Los receptores 

utilizados por los sistemas olfativos pueden ser considerados 

como receptores químicos del sistema neuronal especializados 

en la detección de señales procedentes del exterior del 

organismo. Se han descrito, pues, cuatro tipos de receptores 

olfativos: los Receptores Olfativos (RO), los Receptores 

Vomeronasales (rV), Receptores de Péptidos Formilados (RPF) 

y Receptores Asociados a Trazas de Aminas (RATA). Estos 

tipos de receptores forman parte de una gran superfamilia de 

receptores que están acoplados a una proteína G dividida en tres 

subunidades y que interactuará con un efector que puede ser 

una enzima o un canal iónico (Rosenbaum, Rasmussen y Kobilka, 

2009; Brennan, 2018). Este efector será el encargado de iniciar 

la señal eléctrica.  

Los primeros receptores en ser identificados fueron los RO 

por Richard Axel y Linda B. Buck, descubrimiento que los llevó a 

ganar el Premio Nobel en Medicina y Fisiología en 2004 (Buck y 

Axel, 1991; Buck, 2005; Axel, 2005). La familia de genes que 

codifican a los RO es la más grande dentro de los genomas de 

los vertebrados (Fleischer et al., 2009), estando en ratones 
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formada por más de 1000 genes (Godfrey, Malnic y Buck, 2004). 

La expresión de los genes de estos receptores se caracteriza por 

permitir la creación un código combinado de activación neuronal 

único para cada olor, al expresarse en cada neurona sensorial 

un solo tipo de receptor que es capaz de activarse ante varios 

olores (Malnic et al, 1999; Tirindelli et al., 2009).  

Por otro lado, los rV son receptores que se encuentran en 

el epitelio del OV y se han clasificado en dos tipos. Primero, los 

rV tipo 1, descritos por el anteriormente mencionado Richard 

Axel (Dulac y Axel, 1995) y presentes en la capa apical del OV. 

Estos receptores detectan, entre otras señales, diferentes tipos 

de esteroides y podrían a su vez servir para la detección del 

estado fisiológico de un animal (Yoh et al, 2012). Segundo, los 

rV tipo 2 fueron descritos por tres equipos diferentes de manera 

simultánea (Herrada y Dulac, 1997; Matsunami y Buck, 1997; 

Ryba y Tirindelli, 1997) y están presentes en la capa basal del 

VO. En cuanto a las funciones de estos receptores, parecen 

relacionados con la identificación de congéneres (Yoh et al, 

2012) al detectar péptidos del Complejo Principal de 

Histocompatibilidad (CPH), Proteínas Urinarias Principales 

(PUPs) y ESPs (Leinders-Zufall et al., 2004) 
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El tercer tipo de receptores olfativos son los FPrs. Estos 

receptores fueron descubiertos en 1990 (Boulay, 1990) como 

parte del sistema inmune y localizados en 2009 en el OVN 

(Riviere et al., 2009). Son expresados por aproximadamente un 

1% de las neuronas de OVN (Fleischer, 2009) y parecen tener 

un papel en el desarrollo de la evitación de coespecíficos con 

enfermedad (Liberles et al., 2009). Finalmente, los RATA son 

receptores que se encuentran en el EOP (Liberles y Buck, 2006; 

Borowsky et al., 2001) y parecen detectar aminas volátiles 

relacionadas con señales sociales, así como a las diaminas 

cadaverina y putrescina en peces (Hussain et al., 2013; Li et 

al., 2015). 
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Feromonas en Mus musculus 

Como hemos definido en el apartado anterior, las 

feromonas se definen como señales químicas que sirven para 

generar respuestas estereotipadas en un congénere (Karlson y 

Luscher, 1959; Wyatt, 2014a). En el caso de los ratones, hasta 

la fecha se han encontrado varios candidatos que se aproximan 

a la realización de un papel de comunicación inter-especie para 

conductas evolutivamente programadas, aunque con un cierto 

grado de plasticidad (Ihara, Yoshikawa y Touhara, 2013).  

Las funciones de las feromonas son muy diversas y 

pueden influir en las conductas de los individuos y en todos los 

aspectos de su conducta natural. Por ejemplo, respecto a la 

selección de comida, se ha encontrado que las heces de ratones 

a los que se les ha alimentado con una comida específica 

aumentan el interés sobre ésta en otros ratones que nunca la 

han probado, pero que han sido previamente expuestos a las 

deposiciones de los primeros (Arakawa et al., 2013). El 

Uroguanylin, una hormona peptídica secretada por células 

enterocromafines en el intestino, puede ser una candidata para 

mediar esta preferencia adquirida (Forte, 2004). 
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Se ha estudiado en mamíferos la atracción de los neonatos 

por los pezones de sus madres, habiendo sido encontrado en la 

especie de conejo Oryctolagus cuniculus que las hembras 

secretan 2-methylbut-2-enal en su leche provocando este olor la 

atracción de las crías (Schaal et al., 2003; Coureaud et al., 

2006). En ratones se ha encontrado un mecanismo más 

complejo para el inicio de la lactancia por parte de las crías, 

siendo necesario el aprendizaje del conjunto individual de olores 

de la madre más que una sola molécula (Logan et al., 2012). Al 

nacer, los ratones hembra acicalan a sus cachorros y se acicalan 

a sí mismas (incluyendo la zona abdominal donde están los 

pezones) justo después del parto, permitiendo a los cachorros 

aprender estos olores y usarlos para encontrar su fuente de 

nutrientes. 

Respecto a las quimioseñales que influyen en la conducta 

sexual, podemos diferenciar entre aquellas químicamente 

volátiles y las químicamente no volátiles. Esta diferencia, como 

comentábamos anteriormente, va a determinar la necesidad del 

OVN y del bombeo vomeronasal al necesitar las moléculas más 

pesadas esta acción para llegar al epitelio (Meredith et al., 1980). 

Así, pertenecientes a la familia comentada anteriormente de 
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péptidos de estructura secundaría y de tamaño de 15 a 50 

aminoácidos, los ESPs son feromonas en ratones que cuenta 

con una familia de 38 genes y son secretados por la glándula 

lacrimal extraorbital (Ishii et al., 2017; Woodson, Niemeyer y 

Bergan, 2017). Estos péptidos son detectados por el OVN (Abe 

y Touhara, 2014) y la investigación ha destacado el papel de la 

ESP1 y la ESP22 (Kimoto et al., 2005; 2007; Haga et al., 2010). 

Por un lado, ESP1 es expresada por las glándulas lacrimales 

extraorbitales y se segrega de forma dependiente de 

Testosterona (T), por lo que es una señal masculina. Se ha 

demostrado que la ESP1 aumenta la receptividad de las 

hembras a la copula al aumentar el número de veces que 

ejecutan la lordosis. Finalmente, se ha demostrado que para la 

detección de esta molécula requiere la activación de neuronas 

que expresan receptores rV2 (Haga et al., 2010). Por otro lado, 

la ESP22 es una feromona que inhibe en machos el 

comportamiento sexual y que es secretado por especímenes 

pre-púberes (Ferrero et al., 2013).  

Por otro lado, los péptidos de la clase I de la familia de los 

CPH, cuyos ligandos peptidicos son secretados en la orina de 

los ratones, poseen un alto polimorfismo que los convierte en 
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señales de individualidad que facilitan el reconocimiento 

(Beauchamp y Yamazaki, 2003; Sturm et al., 2013). No obstante, 

aunque se sabe que influyen en la preferencia social y evitan la 

endogamia y la consanguinidad (Leinders-Zufall et al., 2004; 

Spehr et al., 2006), las PUPs parecen tener un papel más 

preponderante (Sherborne et al., 2007; Cheetham et al., 2007). 

Para la detección de los CPH son necesarias las neuronas del 

OVN que expresan rV2, en concreto las rV2-1b (Leinders-Zufall 

et al., 2004) 

Las antes mencionadas PUPs han sido propuestas como 

conglomerados de identidad individual (del inglés Signature 

Mixtures), al igual que los péptidos de los CPH (Wyatt, 2010; 

Kaur et al., 2014). Las PUPs son sintetizadas en el hígado, 

filtradas en los riñones y algunas de ellas son dependientes de 

T (Finlayson et al., 1965; Skoza y Paigen, 1978). Forman parte 

en ratones de una familia de 21 genes en el cromosoma 4 con 

una alta tendencia al polimorfismo (Mudge et al., 2008; Logan, 

Marton y Stowers, 2008; Hurst y Beynon 2013) y se ha 

encontrado que sirven como señales olfativas de tipo feromonal 

en la agresión entre machos (Chamero et al., 2007) como en la 

atracción de machos a hembras (Roberts et al, 2010). Para su 
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detección se ha encontrado que las neuronas que expresan 

receptores rV tipo 2 en el OVN son necesarias (Chamero et al., 

2007). 

Especial mención para esta tesis merece la PUP20, 

denominada Darcina (D; del neologismo ingles Darcin) en 

referencia al protagonista de la novela romántica Pride and 

Prejudice de Jane Austen el terrateniente Mr. Darcy. La D, como 

el resto de PUPs, pertenece a la superfamilia de las lipocalinas 

y se puede unir, como estas, a pequeñas quimioseñales volátiles 

de la orina (Bacchini, Gaetani y Cavaggioni, 1992; Novotny et al., 

1999). Pesa 18893Da (Roberts et al., 2010), su cantidad en la 

orina es heredable (Liu et al., 2017) y su producción, es T 

dependiente (Lanuza et al., 2014; Amstrong et al., 2005) y como 

la del resto de PUPs decrece según envejece el macho (Garratt 

et al., 2011). Se ha relacionado a la D con diversas conductas 

típicas de especie. Así, dependiendo del estado reproductivo de 

la hembra, puede generar agresión maternal (id est, la agresión 

de las hembras a un macho intruso para defender a sus crías) 

(Martín-Sánchez et al., 2015b; 2015b) o generar atracción 

(Roberts et al., 2010) y fomentar el aprendizaje espacial en 



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

26 
 

hembras de ratón, así como en machos competidores (Roberts 

et al., 2012).  

Como comentábamos anteriormente, el otro tipo de 

señales que se han estudiado que influyen en la conducta sexual 

de los ratones son las señales de tipo volátil. Por un lado, se 

ha encontrado que 2-sec-butyl dihydrothiazole, el dehydro-exo-

brevicomin y la alfa y beta farnesene, los dos primeros 

compuestos de la orina de ratón macho que se producen de 

manera dependiente de T y los dos últimos presentes en 

glándula exocrina del prepucio de machos Mus musculus 

(Novotny et al., 1984; Harvey et al., 1989; Jemiolo et al., 1991) 

tienen la capacidad de acelerar la aparición de la pubertad en 

hembras (Novotny et al., 1986; 1999). Por otro lado, se han 

descrito que el (methylthio) methanethiol (Lin et al., 2005) y la 

trimetilamina (Li et al., 2012), compuestos presentes en la orina 

de ratón macho, generan atracción en hembras de la misma 

especie.  

Finalmente, en la especie Mus musculus se han descrito 

una serie de efectos fisiológicos referidos a la reproducción 

provocadas por feromonas de congéneres del mismo sexo o del 

sexo contrario. Por un lado, el Efecto Bruce se describe como la 
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interrupción del embarazo durante los primeros días del mismo 

al entrar en contacto la hembra con un macho diferente al que 

inseminador de la camada o la exposición de estas con su orina 

(Bruce, 1960; Parker y Bruce, 1962; Dominic, 1966). El Efecto 

Vandenbergh consiste en la aceleración de la pubertad en 

hembras jóvenes por la presencia de un macho o su orina 

(Vandenbergh, 1967). Este efecto ha sido observado teniendo 

en cuenta medidas como los cambios en la citología vaginal, la 

edad de la apertura vaginal, el primer estro y la primera monta 

(Vandenbergh, 1967, 1976; Bingel, 1972) y, además, se puede 

observar un aumento en el tamaño del útero y los ovarios 

(Beaton et al., 2006; Khan et al., 2008). 

Los últimos dos efectos se encuentran relacionados al 

tratarse del inicio y detención del ciclo estral en ratones 

estabulados juntos. El primero de estos en ser descrito fue el 

Efecto Lee-Boot en 1955 (van der Lee y Boot, 1955; 1956) y 

consiste en la detención del ciclo estral y la inducción de un 

pseudo-embarazado cuando un grupo de hembras es 

estabulado sin la presencia de un macho. Estos trabajos fueron 

complementados por el trabajo de Whitten (1956; 1958; 1959), 

que mostró como la introducción de un macho o una hembra 
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tratada con andrógenos (Bronson y Whitten, 1968) provoca 

aceleración y sincronización del ciclo estral. 

Neuroanatomía del 
Comportamiento Social 

Los comportamientos sociales, como decíamos en el 

primer apartado, son de los comportamientos más complejos por 

la cantidad de variables internas, contextuales y de señalización 

que conllevan para su realización (véase Figura 1). Por ejemplo, 

el estudio de la reproducción en ratones conlleva el 

entendimiento de variables como las quimioseñales que pueden 

provocar atracción entre sexos (e.g. D (Roberts et al., 2010); 

ESP1 (Haga et al., 2010)) y otros estímulos sensoriales como las 

vocalizaciones ultrasónicas (Portfors, 2007) así como su 

interacción. Además, esta conducta requerirá un proceso de 

toma de decisiones por parte de dos sujetos por lo que 

podríamos ver esta interacción como el resultado del 

procesamiento de dos “cerebros tomadores de decisiones” 

(Chen y Hong, 2018; O'Connell y Hofmann, 2012) donde el papel 

que juega la incertidumbre en la respuesta conductual de ambos 

tendrá un rol determinante (Dayan, 2012).  
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En este apartado nos vamos a centrar en las rutas 

neuronales de procesamiento de quimioseñales que se han 

encontrado involucradas desde el procesamiento de estímulos 

sociales de tipo quimisensorial hasta su resolución en una 

conducta concreta (véase Figura 4). A lo largo de la introducción 

hemos hablado de los cuatro sistemas de detección de señales 

olfativas que posee la especie Mus musculus (i.e. EOP, OVN, 

Ganglio de Grüneberg y el Órgano Septal de Masera) y de los 

receptores de sus epitelios. Así, en el EOP, las células 

receptoras del epitelio que expresan el mismo tipo de RO envían 

aferencias a los mismos glomérulos del bulbo olfativo principal 

(Mombaerts et al., 1996) formando un mapa olfativo (Mori et al., 

1999; Mori y Sakano, 2011). Este mapa formado por glomérulos 

específicos según las aferencias axonales de los OR enviará los 

inputs olfativos a la corteza olfativa a través de las proyecciones 

de las neuronas del BO (Buck, 2005; Gosh et al., 2011; Sosulski 

et al., 2011; Igarashi et al., 2012; Hirata et al., 2019). Así, la 

información olfativa llega a la Corteza Lateral Entorrinal, la 

Corteza Piriforme Anterior y Posterior, el Núcleo del Tracto 

Olfativo Lateral (LTO), el Núcleo Olfativo Anterior, el Tubérculo 

Olfativo y los núcleos de la amígdala Medial (Me) y los núcleos 
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corticales amigdalinos anterior y posterolateral (Spehr et al., 

2006; Imamura et al., 2020). 

En el caso del OVN, los axones de las neuronas 

sensoriales conectan mediante el nervio vomeronasal con las 

células mitrales del BOA (Buck, 2000). Estas células poseen 

múltiples dendritas apicales que conectan con cada una con 

diferentes glomérulos (Cajal, 1911). Desde aquí, estas neuronas 

conectan con el Núcleo del Lecho de la Estría Terminal (NLET) 

y con el Núcleo del Lecho de Tracto Olfativo Accesorio, además 

de con la Amígdala en sus núcleos Me y Posteromedial Cortical 

(PMCo). Desde estos núcleos, las proyecciones axonales 

llegarán a diferentes núcleos del hipotálamo (Zufall, Leinders-

Zufall y Puche, 2008; Li, Kaba y Saito, 1990). Así, en el caso 

del núcleo de la Me Posterodorsal (MePD) se ha encontrado que 

proyecta preferentemente al sub-núcleo ventrolateral del 

hipotálamo ventromedial (VMH-VL); por otro lado, el núcleo 

Posteroventral de la Me proyecta eferencias a la parte 

dorsomedial del VMH (VMH-DM) (Canteras, Simerly y Swanson, 

1995; Choi et al., 2005). 
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Conceptualmente, estas conexiones neuroanatómicas se 

han clasificado en base a sus proyecciones y su funcionalidad 

(id est., el tipo de conducta que su activación sincrónica 

produce). En 1999 Newman desarrolló el concepto de Red 

Figura 4: Conexiones entre el epitelio olfativo principal (MOE) y 

el órgano vomeronasal (VNO) con las áreas objetivo. En este 

trabajo es relevante la representación de las proyecciones del 

bulbo olfativo accesorio (AOB) con la amígdala medial (Me) y de 

esta con el hipotálamo ventromedial (VMH). Imagen adaptada de 

Spehr et al., 2006. 
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Cerebral Sociosexual (RCS; del inglés Sociosexual Brain 

Network). Los núcleos neuronales y sus conexiones están 

altamente conservados a lo largo de la filogenia y cumplen las 

siguientes características: 

1. Están implicados en varios tipos de comportamiento 

social. 

2. Están estrechamente interconectados. 

3. Sus células expresan abundantemente receptores de 

hormonas esteroideas gonadales (e.g. andrógenos y 

estrógenos), permitiendo así un dimorfismo sexual en 

su estructura y funcionamiento.  

En la Figura 5 representamos el esquema inicial de los 

núcleos del RCS. Estos núcleos estarían detrás de 

comportamientos sociales como la agresión, la conducta 

materna o la reproducción. Un nodo importante entre ellos es la 

Amígdala Medial Extendida, que como veíamos antes recibe 

eferencias de los dos principales sistemas olfativos, el EOP y el 

OVN (Insel y Numan, 2003; Gutierrez-Castellanos et al., 2010; 

Cadíz-Moretti et al., 2013; Newman, 1999; Goodson, 2005). 

Véase Figura 4 y Figura 6. Esta estructura forma parte de 

subsistema medial/cortical del complejo amigdalino que posee la 
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función de coordinar las respuestas típicas de especie ante 

estímulos químicos (Martínez-García y Lanuza, 2018; Gutiérrez-

Castellanos et al., 2010). En roedores, además, se ha 

constatado que es un nodo clave para el desarrollo de las 

conductas relacionadas con la RCS (Newman, 1999; Swann et 

al., 2009; Bergan et al., 2014) y se compone de tres partes: la 

porción anterior (MeA), la posterodorsal (MePD) y la 

posteroventral (MePV) (Gomez y Newman, 1992; Canteras et al. 

1995).  

 

Figura 5: Representación gráfica de la propuesta de Newman 

(1999) sobre la interconexión de los diferentes núcleos neuronales 

que procesan la información sociosexual y desarrollan conductas 

en base a esta. Modificado de Newman, 1999 y Goodson, 2005. 
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Las neuronas de estas subregiones tienen origen 

heterogéneo a nivel del desarrollo del encéfalo, expresando 

cada núcleo un gen distinto de la familia de genes LIM-Homebox 

(Lhx): las neuronas del MeA expresan   Lhx5, las del MePD 

expresan Lhx6 y las de MePV Lhx9 (Medina, Bupesh y Abellán, 

2011; Pabba y Fukuda, 2013). Funcionalmente, el MePD se ha 

encontrado activado en ratas macho cuando estas se hayan en 

encuentros agresivos con otros machos, en concreto las 

neuronas GABAergicas de éste (Hong et al., 2014; Unger et al., 

2015). Así mismo, se ha encontrado a este núcleo relacionado 

en conductas reproductivas en ratones (Choi et al., 2005; Wu y 

Tollhuhn, 2017; Fujiwara, Nitta y Chiba, 2016; Hosokowa y 

Chiba, 2010) y que los receptores de andrógenos y de 

estrógenos están principalmente distribuidos en las neuronas de 

esta estructura (Choi et al., 2005). Esto sugiere que distintos 

grupos neuronales de este núcleo se encargan de conductas 

agresivas y apetitivas hacia congéneres del mismo sexo. De 

hecho, se ha encontrado que activar las neuronas positivas para 

el transportador vesicular de GABA del MePD o las neuronas 

ESR1 positivas del núcleo VMH-VL inicia conductas de monta o 

de agresión según su intensidad sugiriendo que los grupos que 
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controlan cada conducta pueden diferir en el umbral de 

activación o puede que cada conducta necesite un número 

determinado de neuronas reclutadas (Lee et al., 2014; Chen y 

Hong, 2018).  

Por otro lado, el núcleo MePV reciben convergencia 

directa de inputs desde los bulbos olfativos principal y accesorio 

(Keshavarzi et al., 2015). Las neuronas del núcleo MePV se ven 

activadas ante estímulos que representan una amenaza, como 

ante quimioseñales de depredador (Choi et al., 2005). Además, 

se ha encontrado que MePV tiene un papel en la conducta 

reproductiva de ratones hembra. La inactivación de las células 

Vglut2 positivas reduce la frecuencia de la lordosis, mientras que 

su activación la incrementa (Ishii et al., 2017). 

La Me proyecta a los núcleos del hipotálamo VMH y al 

Núcleo Hipotalámico Anterior (Pardo-Bellver et al., 2012; 

Canteras et al., 1995; Benn et al., 2019). El VMH recibe 

aferencias directas e indirectas de la Me y otras áreas 

relacionadas con conductas agresivas (Motta et al., 2013). En 

unos estudios clásicos se identificó esta área del hipotálamo y 

otras adyacentes como el Área de Ataque del Hipotálamo en 

gatos, ratas y otros animales (Hess y Brugger, 1943; Krurk, 



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

36 
 

2014) pues al estimularla con electrodos los animales iniciaban 

conductas de agresión. Como comentábamos anteriormente, las 

neuronas GABAérgicas del MePD poseen un papel clave en la 

agresión entre machos y su proyección a la parte posterior del 

NLET tiene un papel activador de estas conductas, como 

muestran estudios de activación de esta vía (Padilla et al., 2016). 

El hipotálamo VMH-VL recibe información de esta proyección y 

se ha visto activado durante la investigación y la confrontación 

entre machos (en concreto las neuronas Esr1/PR positivas) y su 

inhibición conduce a una reducción de este tipo de conducta 

(Lee et al., 2014; Lin et al., 2011; Yang et al., 2013, 2017). Esta 

misma población de neuronas se ha encontrado activada en la 

conducta de agresión de ratones hembras, provocando su 

inactivación una disminución de las respuestas agresivas 

(Hashikawa et al., 2017). Al mismo tiempo, el VMH-VL ha sido 

relacionado en la conducta de reproducción de ratones hembra 

y recientemente en la conducta reproductiva de machos (Lin et 

al., 2011; Lee et al., 2014) 

El VMH-DM forma parte de un sistema que controla la 

lordosis en ratones hembra junto con el MePV y la Sustancia 

Gris Periacueductal (SGP). Se ha comprobado que la 
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inactivación de las neuronas Sf1 positivas reduce la lordosis 

inducida por la respuesta de las neuronas ESP1 (Ishii et al., 

2017).  

Un núcleo importante para el desarrollo de las conductas 

sociales es el SGP, cuyo papel consistiría en el hacer de puerta 

de acceso de la actividad neuronal de los núcleos encefálicos 

que procesan la información social (véase Figura 5 y Figura 6) 

a la medula espinal para el desarrollo de las conductas motoras. 

Se conoce su conexión con el VMH (Motta et al., 2013) y su 

papel en el desarrollo de la lordosis mediante su conexión con el 

VMH-DM (Ishii et al., 2017) mediante la vía neuronal 

MePV→VMH-DM→ PAG. Además, es un núcleo importante 

para el desarrollo de la conducta de agresión influida desde la 

actividad de las neuronas del VMH-VL, aunque las 

características de esta influencia en la agresión requieren futura 

investigación (Hashikawa et al., 2017b). De momento se ha 

comprobado que la lesión de algunas subregiones el SGP 

genera aumento de agresión en ratas hembra (Lonstein y Stern, 

1997).  
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Figura 6: A. Representación esquemática de los principales 

circuitos y regiones cerebrales en la conducta social en ratones. 

B. Núcleos neuronales que modulan la conducta sexual en 

ratones hembra después de la detección de un estímulo 

atractivo vomeronasal (e.g. D, ESP1, etc.). C. Núcleos neuronales 

relacionados con la conducta de agresión en ratones hembras. 

Extraído de Chen y Hong, 2018. 
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Objetivos 

Los principales objetivos desarrollados en esta tesis 

doctoral están relacionados con el estudio del comportamiento 

social de individuos de la especie Mus musculus ante 

quimioseñales emitidas tanto por congéneres de su misma 

especie (Feromonas) como por animales de otras (Kairomonas).   

Los objetivos específicos son los siguientes:  

1. Estudiar el comportamiento de ratones hembra ante 

feromonas sexuales presentes en la orina de macho. 

2. Comprobar si el modelo de inducción de enfermedad 

por Lipopolisacárido es capaz de hacer que los ratones 

generen un estímulo que nos permita estudiar el 

comportamiento de evitación de señales de 

enfermedad y la neurobiología que subyace al mismo. 

3. Además, comprobar la idoneidad de la Darcina y de los 

Péptidos Formilados como estímulos motivadores de 

conductas de acercamiento/atracción y 

evitación/aversión, respectivamente. 

4. Comprobar la capacidad de motivar comportamientos 

evitativos/aversivos de Kairomonas presentes en 
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estímulos manchados por especímenes de Felis catus 

(gato doméstico) con la finalidad de usarlos para el 

estudio de las vías neuronales que modulan estos 

comportamientos.  

5. Comprobar, asimismo, la capacidad de motivar 

conductas de evitación/aversión en ratones por parte de 

otros estímulos procedentes de depredadores con la 

misma finalidad que con los estudios del gato doméstico 

(id est, el estudio de las vías neuronales que median en 

los comportamientos de evitación).  
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Introducción:  

Las especies animales que forman estructuras sociales 

con complejas interacciones entre sus miembros tienen mayor 

probabilidad de ser infectados por patógenos, hecho que ha sido 

comentado por algunos científicos como el precio a pagar por la 

sociabilidad (Alexander, 1974). Sin embargo, esta conducta 

social también puede funcionar como un factor protector puesto 

que puede ayudar a generar inmunidad fisiológica a los 

individuos del grupo (Kavaliers et al., 2020). Durante los annus 

horribilis de 2020 y posteriores, debido a la situación de 

emergencia internacional provocada por la pandemia causada 

por el virus SARS-CoV-2, hemos escuchado a diversos 

epidemiólogos en los Mass media hablar sobre los mecanismos 

de obtención de inmunidad a patógenos y, a nivel social, de la 

inmunidad de rebaño y de la necesidad de mantener la distancia 

social como medida de seguridad. Desde un punto de vista 

comportamental se pueden observar el desarrollo de conductas 

para evitar el contagio. Estas conductas, debido a la estrecha 

relación que existe a nivel evolutivo entre las especies sociales 

y los patógenos, están presentes de manera relativamente 
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innata en los individuos y se activarían ante señales perceptivas 

emitidas por el sujeto enfermo que pueden ser químicas o 

comportamentales (el llamado en inglés Sick Behavior) (Smith y 

Bilbo, 2020; Kavaliers et al., 2020, 2022). 

El conjunto de conductas que desarrolla el sujeto receptor 

de estas señales de enfermedad para evitar el contagio ha sido 

denominado Sistema Inmune Comportamental (SIC) al 

considerarse una forma conceptualmente ligada al sistema 

inmune fisiológico, pero destinado a generar adaptaciones 

comportamentales para evitar el contacto con la enfermedad 

(Schaler y Park, 2011; Schaler, Murray y Bangerter, 2015). Estos 

comportamientos de evitación han sido descritos en muchas 

especies animales (Kavaliers, Choleris y Pfaff, 2005; Kiesecker 

et al., 1999) así como en seres humanos (Sarolidou, et al., 2020; 

Schaler y Park, 2011). Incluso en especies de insectos que 

forman eusociedades encontramos adaptaciones 

comportamentales a nivel de grupo: las llamadas respuestas 

inmunes sociales (Smith y Bilbo, 2020). Por ejemplo, algunas 

especies de abejas aumentan la temperatura de las zonas de 

cría de la colmena (a esto se ha llamado “fiebre” de la zona de 

cría, fíjense en el paralelismo con el sistema inmune fisiológico) 
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para protegerse de patógenos sensibles a la temperatura como 

el hongo Ascosphaera apis (Starks, Blackie y Seeley, 2000). 

Otro ejemplo, en este caso de conducta individual por el bien de 

la colonia, lo encontramos al observar a hormigas trabajadoras 

de la especie Temnothorax unifasciatus alejarse del grupo para 

morir aisladas después de ser infectadas por un patógeno, 

presumiblemente para no expandir la enfermedad (Heinze y 

Walter, 2010). 

El SIC es considerado como un conjunto de mecanismos 

comportamentales que servirían como defensa preventiva a los 

ataques de patógenos (Schaler, Murray y Bangerter, 2015; 

Kavaliers y Choleris, 2018), una representación del dicho 

español “mejor prevenir que curar” en la conducta de los 

animales moldeada por años de acción de los mecanismos 

evolutivos. Las conductas que se dirigen a la evitación de 

patógenos se han dividido en dos tipos: uno reactivo, que se da 

ante la presencia de señales de enfermedad y que lleva a la 

evitación de los focos de infección, como podemos observar en 

chimpancés evitando el contacto con coespecíficos con 

poliometitis (Goodal, 1987); el otro proactivo, que consiste en las 

conductas que llevan a evitar la enfermedad aún sin estar en 
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presencia de la misma, como serían las conductas relacionadas 

con la higiene y el mantenimiento de ciertas normas culturales 

en los seres humanos (Murray y Schaler, 2012; Schaller, 2014).  

El SIC, desde un punto de vista psicológico, es un sistema 

motivacional propiamente dicho como lo pueden ser los impulsos 

sexuales o el hambre, que requiere la coordinación de varios 

sistemas mentales (Bernard, 2012; Aunger y Curtis, 2013). 

Aunque no parece existir una correspondencia inequívoca entre 

sistemas motivacionales y emociones puesto que una emoción 

puede darse en varios sistemas motivacionales (Aunguer y 

Curtis, 2013), una emoción que se encuentra íntimamente ligada 

a las conductas reactivas del SIC sería la emoción de asco.  

La emoción de asco se considera que apareció a lo largo 

de la filogenia con la finalidad de servir a este sistema 

motivacional para la evitación de patógenos (Curtis, de Barra y 

Aunger, 2011; Tybur et al., 2013). En su libro publicado en 1872 

The Expression of Emotions in Humans and Other Animals el 

naturalista Charles Darwin diseccionó la emoción de asco como 

la sensación de repugnancia que genera un objeto (al ser 

imaginado o al tener contacto directo con él) principalmente 

relacionado con el gusto, aunque también con el sentido del 
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olfato y la vista (Darwin, 1968). Actualmente poco se ha 

avanzado respecto a esta descripción decimonónica y no existe 

consenso conceptual sobre cuantos tipos de asco existen 

(Stevenson et al., 2019). La categorización del asco más 

reciente hace referencia a la existencia de tres dominios que 

promoverían la aparición del asco (Tybur et al., 2013; Véase 

Figura 7). En el primero, el asco ante patógenos, que es el 

objetivo de los estudios de esta parte de la tesis y en los que se 

englobaría a las sensaciones de asco propiamente dichas y que 

son normalmente provocadas por objetos como heces u olores 

de descomposición. El segundo dominio haría referencia al asco 

ante conductas sexuales indebidas, tales como el incesto o la 

pedofilia. El tercero, finalmente, se referiría al asco moral. Por 

otro lado, otra manera de categorizar al asco que encontramos 

en la literatura hace referencia al nivel de complejidad emocional 

con el que viene acompañada esta emoción. El asco, como 

todas las emociones, puede venir en compañía de otras 

sensaciones. En concreto, puede venir en conjunto con miedo, 

ira, vergüenza, compasión o tristeza (Marzillier y Davey, 2004; 

Simpson et al., 2006). Así, complementando la primera 

categorización descrita, el asco moral tendería a una mayor 
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complejidad al venir acompañado de ira, mientras que el asco 

hacia patógenos sería el que posee menor complejidad 

emocional al presentarse puramente la emoción de asco 

(Stevenson et al., 2019). 

 

Figura 7: Tabla explicativa sobre los tres dominios del asco. 

Extraído de Tybur et al., 2013.  

Aunque las investigaciones sobre las emociones se han 

centrado principalmente en los seres humanos, cada vez más se 

está reconociendo la necesidad y pertinencia de estudiar las 

emociones en otros animales (Kavaliers, Ossenkopp y Choleris, 

2020; Dolensek et al., 2020; Anderson y Adolphs, 2014; Paul et 

al., 2020). Ya Darwin dio cuenta de diversas manifestaciones 
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conductuales en animales que indicaban la presencia de 

estados al menos similares a las emociones en el hombre 

(Darwin, 1968) e investigaciones recientes han encontrado 

expresiones faciales en ratones que presentan diferencias 

respecto al estado neutral de los músculos faciales dependiendo 

del estímulo presentado (Dolensek et al., 2020). Como podemos 

ver en la Figura 8, los individuos de la especie Mus musculus 

son capaces de expresar mediante el rostro la detección de 

sabores asquerosos, que sabemos capaces de producir 

nauseas en roedores (Parker y Limber, 2006). 

En esta parte de la presente tesis doctoral nos 

centraremos en esta conducta de evitación en roedores, en 

específico en la especie Mus musculus. Para ello, en los 

siguientes apartados de esta introducción introduciremos las 

señales olfativas y los componentes neuroanatómicos del SIC, 

así como explicaremos los principales estudios referidos al 

modelo de inducción de activación del sistema inmune con 

Lipopolisacárido (LPS) de origen bacteriano.  
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Figura 8: Fotogramas de la grabación del rostro de un mismo 
sujeto experimental durante el test con varios sabores. El sabor 
amargo se ha relacionado con la emoción de asco, ya que 
conduciría a la evitación de alimentos potencialmente tóxicos. 
Extraído de Dolensek et al., 2020. 
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Sistema Olfativo y Señales de 

Enfermedad 

Las señales de enfermedad que provocan la activación del 

SIC en individuos de la misma especie son el resultado de la 

activación de los sistemas de defensa del individuo enfermo. 

Estos sistemas activarían mecanismos fisiológicos para 

combatir la enfermedad (e.g., la aparición de la fiebre, desarrollo 

de células inmunitarias, etc.) y estimularían la realización de 

adaptaciones en la conducta social que ayudarían a la 

recuperación (e.g. disminución de la sociabilidad con individuos 

ajenos al grupo y aumento con aquellos con los que se tiene 

familiaridad optimizando así el gasto energético) (Lopes, Block y 

König, 2016; Fishkin y Winslow, 1997; Smith y Bilbo, 2021). 

En la especie Mus musculus, como describimos en la 

introducción de esta tesis, la principal fuente de estímulos del 

medio es sistema olfativo. El sistema olfativo está formado por 

varios órganos, de los cuales destacan el EOP y el OVN en la 

detección de señales de tipo feromonal, incluidos los referidos a 

los estímulos de enfermedad de co-específicos (Kavaliers y 

Choleris, 2018; Zufall y Leinders-Zufall, 2007). Las señales de 
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enfermedad parecen de requerir del correcto funcionamiento del 

OVN. En 2015 el equipo de Rodriguez (Boillat et al., 2015) 

publicó un artículo donde recogía una serie de experimentos 

realizados en la Universidad de Ginebra con la finalidad de 

comprobar qué sistema de señalización sensorial era requerido 

para la activación del SIC en ratones.  

Para ello, el equipo de Rodriguez comprobó la existencia 

de conductas de evitación en una muestra de ratones macho de 

la cepa C57 utilizando un test de preferencia conductual con dos 

ratones macho anestesiados a cada lado de la caja de 

experimentación, uno tratado con LPS y el otro sin tratar. Los 

resultados de la medición de la conducta del ratón mostraban 

una preferencia de la muestra a explorar el conespecífico no 

tratado con LPS respecto del tratado. Estos resultados fueron 

replicados en un ensayo con un único animal en la caja de 

experimentación y se encontró la misma tendencia de 

exploración respecto a la orina de machos tratados y sin tratar 

utilizando como sujetos ratones de la cepa B6CBAF1/J 

expuestos a papeles de filtro manchados con orina.  

Después de confirmar las hipótesis conductuales respecto 

a las señales de enfermedad en su diseño experimental, 
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midieron la activación neuronal de su muestra mediante el 

marcaje de la proteína c-Fos al entrar en contacto con los 

estímulos y encontraron un alto marcaje en el BOA, en concreto 

en la parte del mismo de células granulares tanto en las 

porciones anterior y posterior. Esta activación del BOA sugería 

una activación del OVN, por lo que llevaron a cabo experimentos 

de conducta similares a los explicados anteriormente utilizando 

ratones genéticamente modificados para evitar el correcto 

funcionamiento de los canales de iones Trpc2 de las neuronas 

receptoras vomeronasales y ratones a los que se les había 

extirpado el OVN. Conductualmente, la preferencia en estos 

ratones por machos sin tratar con LPS fue eliminada y el equipo 

de Rodriguez no encontró las diferencias en activación 

encontradas en el BOA en la exploración de orina de macho sin 

tratar y macho tratado (Figura 9; Boillat et al., 2015).  
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Figura 9: Fotografías del marcaje de la activación neuronal A. 

marcaje en rojo de la proteína c-Fos y en Azul DAPI del BOA en 

sus partes anterior (a), posterior (p), capa periglumerular (gl), capa 

de células mitrales (mi) y la capa de células granulares (gr). Las 

imágenes B, C y D corresponden a la activación ante agua (B) y 

orina de macho sin tratar (C) y tratado (D). Las imágenes E y F 

corresponden a la activación ante los dos tipos de orina de 

ratones con defecto en los canales Trpc2. Extraído de Boillat et 

al., 2015  
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En 2009 se descubrió la presencia de una familia de 

quimiorreceptores en el OVN que inmediatamente fueron 

propuestos como candidatos para mediar la conducta de 

evitación ante señales de enfermedad: los Receptores de 

Péptidos Formilados (Rivière et al., 2009; Liberles et al., 2009). 

Los RPF son receptores con siete dominios transmembrana que 

reconocen péptidos formilados procedentes de bacterias entre 

otros ligandos (Bufe et al., 2019, 2015; Bloes, Kretschmer y 

Peschel, 2015; Dahlgren et al., 2016). El genoma del ratón 

contiene siete genes de RPF que son expresados, además de 

en el OVN, en células del sistema inmune: en concreto, los Fpr1 

y Fpr-rs2 son transcritos por macrófagos; Fpr-rs1 lo es tanto por 

células del sistema inmune como por las neuronas de OVN, 

encontrándose en este último en su capa basal; y de manera 

exclusiva, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs6 y Fpr-rs7 son transcritos solo 

por neuronas del OVN en la capa apical de su neuroepitelio 

(Vease Figura 10; Rivière et al., 2009; Liberles et al., 2009; 

Dietschi et al., 2017). Finalmente, los axones de las neuronas 

que expresan estos receptores se dirigen, como el resto de 

neuronas sensoriales del OVN, a los glomérulos presentes en el 

BOA (Dietschi et al., 2013). 
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Figura 10: a. representación de un corte coronal del OVN; b-f. 

marcaje de los receptores Fpr-rs1, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs6 and 

Fpr-rs7 en el neuroepitelio del OVN; g. marcaje mediante 

inmunohistoquímica de Fpr-rs3 en el soma y las dendritas 

(flechas) de neuronas del OVN de un ratón; h. expresión de Fpr-

rs3 en el epitelio vomeronasal de una rata. Extraído de Rivière et 

al., 2009.  
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Circuitos Neuronales y Conducta de 

Evitación de Patógenos 

Como comentábamos al principio de la introducción, 

cuando más gregaria es una especie mayor es el riesgo de 

exposición a patógenos. Por lo tanto, al darse esta intersección 

entre las conductas sociales y el riesgo de contagio, estudiar las 

estructuras neuronales que modulan la conducta social (e.g. la 

Red Cerebral Sociosexual de la que hablábamos en la parte 

introductoria) nos puede llevar a elucidar como se determinan 

las conductas del SIC. Variables sociales como la situación de 

aislamiento, así como la posición individual en las jerarquías 

grupales y las relaciones sociales positivas, son variables que 

influyen en el nivel de estrés y de este modo pueden afectar a la 

respuesta fisiológica del sistema inmune (Bzdok y Dunbar, 2020; 

Cohen, 2021). Pero no solo eso, si no que los animales que 

tienen el sistema inmune activado realizan una serie de 

conductas que parecen tener el sentido evolutivo de mejorar las 

probabilidades de recuperación y evitar expandir sobre el resto 

de individuos del grupo el patógeno (Smith y Bilbo, 2021) 
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El comportamiento de evitación de patógenos se asienta 

en un complejo substrato neuronal que modula desde la 

recepción de la señal externa hasta la resolución del 

comportamiento motor de evitación. Este substrato neuronal 

probablemente requiera de la coordinación de la actividad de 

varios sistemas neuronales que integren la información 

sensorial, la saliencia del estímulo, el nivel de refuerzo y 

amenaza que este pueda tener, el nivel de vigilancia del 

individuo y su capacidad de respuesta (Kavaliers et al., 2020). 

Así, Kavaliers y sus colaboradores proponen un modelo donde 

interactúan circuitos neuronales relacionados con la toma de 

decisiones sociales (O´Connell y Hofmann, 2012), el refuerzo y 

el cerebro sociosexual (vease Figura 11; Newman, 1999; 

Kavaliers et al., 2022). La activación o la inhibición de los núcleos 

de estos circuitos determinará las respuestas conductuales 

hacia otros individuos (e.g. conducta de acercamiento o 

evitación, decisiones de copulación, agresión, cuidado, etc.) 

Un nodo importante dentro del procesamiento del 

comportamiento social, como comentábamos en la introducción 

de la tesis, es el complejo amigdalino o amígdala. La amígdala 

es considerada como un detector de estímulos prominentes, 
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siendo crítica para la identificación y decodificación de estímulos 

sociales y la resolución de las conductas relacionadas. En 

concreto, para la percepción y procesamiento de los estímulos 

olfativos, la Me se presenta como un núcleo clave de integración 

sensorial gracias a la convergencia en ella de información del 

MOE y del OVN (Cherry y Baum, 2020; Holy, 2018; Gutierrez-

Castellanos et al., 2010; Cadíz-Moretti et al., 2013). Además, 

desde la Me, se dirigirán aferencias a núcleos del sistema de 

toma de decisiones como la Corteza Prefrontal (Leschak et al., 

2022) y núcleos del sistema de recompensa que determinarán 

la valencia afectiva y el nivel de incentivo para realizar conductas 

de aproximación o evitación (Newman, 1999; O`Connell y 

Hofmann, 2012). Finalmente, otro núcleo del Complejo 

Amigdalino relacionado con conductas de evitación ha sido el 

Núcleo Posteromedial de la Amígdala Cortical, que se encuentra 

bilateralmente conectada con la Me y se ha encontrado que su 

activación ante hembras tratadas con LPS parece ser suficiente 

para disminuir significativamente las conductas de cópula de los 

machos, aunque no parece afectar a la conducta social entre 

machos cuando el conespecífico ha sido tratado con LPS (Kwon 

et al., 2021).  
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Figura 11: A. Representación de un corte sagital del encéfalo de 

ratón con las regiones cerebrales relacionadas con la conducta 

de evitación de patógenos en ratones marcadas. Las líneas 

discontinuas indican las regiones candidatas. B. Propuesta de 

Kavaliers et al. 2022 de las vías neuronales que influyen en el 

comportamiento de evitación de patógenos. MOS= Bulbo Olfativo 

Principal; AOS= Sistema Olfativo Accesorio; PFC= Corteza 

Prefrontal; IC= Corteza Insular; BNST= Núcleo del Lecho de la 

Estria Terminal; MeA= Amígdala Medial; CoApm= Núcleo 

Posteromedial de la Amígdala Cortical.  Modificado de Kavaliers 

et al., 2022. 
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Otra región encefálica importante, necesaria para la 

expresión de estados afectivos, especialmente los relacionados 

con la emoción del asco, es la Corteza Insular (CI). Su conexión 

con componentes del RSC y el sistema cerebral de recompensa 

le convierten en un nodo importante en la modulación de los 

comportamientos referidos a la evitación de patógenos (Rogers-

Carter et al., 2018). Se ha encontrado, además, que la región 

posterior y la región anterior de la CI se encargan de diferentes 

funciones dentro del SIC. Por un lado, la parte Posterior de la CI, 

al inactivarse farmacológicamente, elimina en ratas la evitación 

de conespecíficos tratados con un imitador vírico (Rieger, Worley 

y Christianson, 2022). Finalmente, la parte Anterior de la CI, 

conectada la Me y la Amígdala Basolateral (Kayyal et al., 2019), 

cuando es activada farmacológicamente inicia el desarrollo de 

las expresiones faciales en ratones referidas al asco al 

presentarles a estos animales Cloruro de Litio (Dolensek et al., 

2019). 
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Hipótesis Experimentales 

A continuación enumeraremos, experimento a 

experimento, las hipótesis de inicio en cada uno de ellos. 

Primero, en los experimentos de preferencia con orina de 

especímenes Mus musculus las hipótesis fueron: 

1. Los componentes no volátiles de la orina de macho no 

tratado con LPS producirán preferencia estadísticamente 

significativa respecto a los componentes no volátiles de 

la orina de hembra. 

2. Los componentes no volátiles de la orina de macho 

tratado con LPS no producirán preferencia 

estadísticamente significativa respecto a la orina de 

hembra. 

3. Los componentes no volátiles de la orina de macho sin 

tratar producirán preferencia estadísticamente 

significativa respecto a los mismos de la orina de macho 

tratado con LPS. 

4. Los componentes volátiles de la orina de macho no 

tratado y de macho sin tratar no provocaran diferencias 

estadísticamente significativas en el tiempo en que los 
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sujetos de nuestra muestra se encuentran cerca de los 

mismos.  

5. Los componentes volátiles de la orina de macho (tratado 

con LPS y sin tratar) provocaran de manera 

estadísticamente significativa que los ratones hembra de 

nuestra muestra pasen más tiempo cerca de estos 

respecto a los componentes volátiles de orina de hembra.   

En la Tabla 1 presentamos las fórmulas que condensan 

las hipótesis antes expresadas:  

 

Hi Fórmula 

Exptos. de 
Preferencia 
con Orina 

1 T(noV)♂noT   >   T(noV)♀ 

2 T(noV)♂siT   ≤   T(noV)♀ 

3 T(noV)♂siT   <   T(noV)♂noT 

4 T(V)♂noT   =   T(V)♂noT  

5 [ T(V)♂noT & T(V)♂noT ]  > T(V)♀ 

Tabla 1: Tabla resumen de las hipótesis de trabajo para los 

experimentos de preferencia con orina de ratón. Los colores 

señalan el tipo de estímulo: el color azul la orina de macho sin 

tratar; el color verde la orina de macho tratado con LPS; el color 

rojo orina de hembra. Símbolos: T= tiempo; noV= condición de 

exposición a componentes no volátiles de la orina; V= condición 

de exposición a volátiles de orina; ♂noT= orina de macho no 
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tratado con LPS; ♂siT= orina de macho si tratado con LPS; ♀= 

orina de hembra.    

Posteriormente el experimento que fue realizado fue el 

experimento de activación neuronal mediante marcaje de la 

proteína c-Fos. Las hipótesis de trabajo fueron:  

6. Los sujetos de nuestra muestra mostrarán una tendencia 

estadísticamente significativa a permanecer cerca de la 

orina de macho sin tratar respecto a la orina de macho 

tratado con LPS y al estímulo neutro. 

7. Los sujetos de la muestra no pasarán de manera 

estadísticamente significativa más tiempo cerca de la 

orina de macho tratado con LPS que cerca del estímulo 

neutro.  

8. Encontraremos de forma estadísticamente significativa 

un mayor número de neuronas marcadas en la capa 

granular del núcleo BOA en los grupos expuestos a orina 

respecto al grupo expuesto a estímulo neutro.  

9. Encontraremos de forma estadísticamente significativa 

mayor número de neuronas marcadas en los núcleos 

MePV y VHM-DM en el grupo expuesto a orina de macho 
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tratado con LPS respecto de los grupos expuestos a 

orina de macho no tratado y a estímulo neutro. 

10. Por otro lado, encontraremos que el grupo expuesto a 

orina de macho no tratado posee mayor marcaje 

neuronal en los núcleos MePD y VMH-VL que los grupos 

expuestos a macho tratado con LPS y a estímulo neutro.  

 

Hi Fórmula 

Exp. de 
Activ. 
Neu. 

6 T♂noT   > [ T♂siT  & TN ] 

7 T♂siT   ≤   TN 

8 A(BOA) N < [ A(BOA)♂siT &  A(BOA)♂noT ] 

9 
A(MePV/VMHDM)♂siT   > 

 [A(MePV/VMHDM)♂noT & A(MePV/VMHDM)N] 

10 
A(MePD/VMHVL)♂noT   > 

 [A(MePD/VMHVL)♂siT &  A(MePD/VMHVL)N] 

Tabla 2: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para el 

experimento de activación neuronal usando orina de ratón macho. 

Los colores señalan el tipo de estímulo: el color azul la orina de 

macho sin tratar; el color verde la orina de macho tratado con LPS; 

el color gris el estímulo neutro. Símbolos: T= tiempo; A= marcaje 

de c-Fos; BOA= Bulbo Olfativo Accesorio; MePV= Amígdala 

Medial Posteroventral; MePD = Amígdala Medial Posterodorsal; 

VMHDM= Hipotálamo Ventromedial Dorsomedial; VMHVL= 

Hipotálamo Ventromedial Ventrolateral; ♂noT= orina de macho no 

tratado con LPS; ♂siT= orina de macho si tratado con LPS; N= 

estímulo neutro. 
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Continuamos con el protocolo que hemos denominado 

experimento de viruta vs orina/estro vs no estro, en el que 

controlando la fase del ciclo estral de la muestra les presentamos 

estímulos procedentes de machos y hembras en forma de viruta 

sucia u orina. Las hipótesis de trabajo son los siguientes:  

11. Los sujetos de nuestra muestra pasarán más tiempo 

cerca de los estímulos de viruta de manera 

estadísticamente significativa respecto a los estímulos de 

orina. 

12. El tiempo que los animales en fase de estro pasarán 

explorando los estímulos será estadísticamente igual al 

que pasan en las fases no estro.  

13. El tiempo que los animales pasarán explorando la viruta 

de macho será estadísticamente mayor respecto a la 

viruta de hembra. 

14. El tiempo que los animales pasarán explorando la orina 

de macho será estadísticamente mayor respecto a la 

orina de hembra. 
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El siguiente experimento que realizamos fue el 

experimento con D y PF. En este experimento fueron usadas 

diluciones de Darcina y de Péptidos Formilados para provocar 

conductas de atracción/evitación, respectivamente. Así, las 

hipótesis experimentales fueron las siguientes:  

15. La condición donde se presenta el estímulo D presentará 

una ratio significativamente mayor que la condición 

donde se presenta estímulo PF y la ratio de la condición 

donde solo se presenta estímulo neutro. 

Tabla 3: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para el 

experimento de viruta vs orina/estro vs no estro. Los colores 

señalan el tipo de estímulo: el color azul la orina de macho; el 

color rojo el estímulo de hembra. Símbolos: T= tiempo; Or= Orina; 

Vr= Viruta ♂= estímulo de macho; ♀= estímulo de hembra. 

 

 

Hi Fórmula 

Viruta 
vs Estro 

11 T(Vr) > T(Or) 

12 T(E) = T(noE) 

13 T(Vr)♂ > T(Vr)♀ 

14 T(Or)♂ > T(Or)♀ 
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16. El estímulo PF presentará, de manera estadísticamente 

significativa, una ratio igual o menor que la ratio del 

estímulo neutro. 

A continuación, fue realizado el experimento de viruta de 

macho tratado con LPS I, en el que usamos viruta de macho 

tratado con una inyección de Lipopolisacarido (LPS) de origen 

bacteriano durante cuatro horas antes de la extracción de la 

viruta. Para este experimento las hipótesis de partida fueron: 

17. El estímulo de viruta sucia por macho sin tratar 

presentará una ratio respecto al estímulo neutro junto con 

el que es presentado en la situación experimental 

significativamente mayor que el estímulo de viruta de 

macho tratado con LPS frente a su correspondiente 

 

Hi Fórmula 

D vs PF 
15 TD > TPF & TN 

16 TPF < TN 

Tabla 4: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para el 

experimento de preferencia entre D y PF. Los colores señalan el tipo 

de estímulo: el color azul la Darcina; el color gris los Péptidos 

Formilados; el color negro el estímulo neutro. Símbolos: T= tiempo; 

D= Darcina; PF= Péptidos Formilados; N= estímulo neutro. 
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estímulo neutro y el estímulo neutro con el otro estímulo 

neutro presente en la caja.  

18. El estímulo de viruta de macho tratado con LPS 

presentará, de manera estadísticamente significativa, 

una ratio igual o menor que la ratio del estímulo neutro. 

A continuación, fue realizado el experimento de viruta de 

macho tratado con LPS II, cuya diferencia con el anterior reside 

en la duración del tratamiento con LPS antes de la recogida de 

la viruta, en este caso de 12 horas. Nuestras hipótesis respecto 

al este experimento fueron: 

19. El tiempo total que los animales de nuestra muestra 

pasarán cerca del estímulo de viruta manchada de 

 

Hi Fórmula 

Viruta 
LPS I 

17 T♂noT > T♂siT & TN 

18 T♂siT ≤ TN 

Tabla 5: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para el 

experimento de preferencia de viruta LPS I. Los colores señalan el 

tipo de estímulo: el color azul la viruta de macho sin tratar; el color 

verde la viruta de macho tratado con LPS; el color negro el 

estímulo neutro. Símbolos: T= tiempo; ♂noT= viruta de macho no 

tratado con LPS; ♂siT= viruta de macho si tratado con LPS; N= 

estímulo neutro. 
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macho sin tratar será estadísticamente mayor respecto al 

tiempo que pasarán cerca del estímulo de viruta 

manchada por macho tratado de LPS y del estímulo 

neutro.  

20. El tiempo total que los animales macho de nuestra 

muestra pasarán cerca del estímulo de viruta de macho 

sin tratar será estadísticamente mayor respecto al tiempo 

que pasarán cerca del estímulo de viruta por macho 

tratado de LPS y del estímulo neutro.  

21. El tiempo total que los animales hembra de nuestra 

muestra pasarán cerca del estímulo de viruta de macho 

sin tratar será estadísticamente mayor respecto al tiempo 

que pasarán cerca del estímulo de viruta de macho 

tratado de LPS y del estímulo neutro.  

22. Los sujetos macho no pasarán cerca de la viruta de 

macho sin tratar más tiempo de forma significativa que 

los sujetos hembra.  

23. Los sujetos macho y los sujetos hembra de la muestra no 

presentaran diferencias estadísticamente significativas 

en el tiempo en que ambos grupos pasan cerca de la 

viruta de macho tratado con LPS.  
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Finalmente, el último experimento que fue realizado en 

esta parte de la tesis sobre el modelo de LPS fue el experimento 

con animal anestesiado tratado con LPS. Las hipótesis de 

partida fueron las que siguen:  

24. Todos los animales de nuestra muestra pasarán más 

tiempo cerca del animal no tratado que del animal tratado 

con LPS y del estímulo neutro. 

25. El tiempo total que los animales macho de nuestra 

muestra pasarán cerca del animal no tratado será 

estadísticamente superior respecto al tiempo que 

 

Hi Fórmula 

Viruta 
LPS II 

19 T♂noT > T♂siT & TN 

20 T(♂)♂noT  > T(♂)♂siT & T(♂)N 

21 T(♀)♂noT  > T(♀)♂siT & T(♀)N 

 22 T(♂)♂noT  ≤ T(♀)♂noT 

 23 T(♀)♂siT = T(♂)♂siT 

Tabla 6: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para el 

experimento de preferencia de viruta LPS II. Los colores señalan 

el tipo de estímulo: el color azul la viruta de macho sin tratar; el 

color verde la viruta de macho tratado con LPS; el color negro el 

estímulo neutro. Símbolos: T= tiempo; ♂= grupo de machos; ♀= 

grupo de hembras; ♂noT= viruta de macho no tratado con LPS; 

♂siT= viruta de macho si tratado con LPS; N= estímulo neutro. 
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pasarán cerca del animal tratado de LPS y del estímulo 

neutro. 

26. El tiempo total que los animales hembra de nuestra 

muestra pasarán cerca del animal no tratado será 

estadísticamente superior respecto al tiempo que 

pasarán cerca del animal tratado de LPS y del estímulo 

neutro. 

 

  

 

Hi Fórmula 

Animal 
in vivo 

24 TnoT > TsiT & TN 

25 T(♂)noT  > T(♂)siT & T(♂)N 

26 T(♀)noT  > T(♀)siT & T(♀)N 

Tabla 7: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para el 

experimento de animal in vivo. Los colores señalan el tipo de 

estímulo: el color azul el animal sin tratar; el color verde el animal 

tratado con LPS; el color negro el estímulo neutro. Símbolos: T= 

tiempo; ♂= grupo de machos; ♀= grupo de hembras; noT= animal no 

tratado con LPS; siT= animal si tratado con LPS; N= estímulo neutro. 
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Metodología:  

Metodología Estudios con Orina: 
Animales 

En los experimentos que presentaremos a continuación, 

en los que usamos orina de ratón como estímulo, utilizamos un 

total de 84 animales experimentales Mus musculus (Linnaeus, 

1758). En concreto, estos animales corresponden a: 30 ratones 

hembra de la cepa SWISS RjOrl: SWISS (CD-1) (Janvier Labs, 

Le Genest-Saint-Isle, Saint-Berthevin Cedex, Francia) para el 

Experimento de Preferencia I comprados con 8 semanas de 

edad; en el Experimento de Preferencia II, usamos otros 30 

ratones hembra CD1 de la casa Janvier comprados con 8 

semanas de edad; posteriormente, 21 de estos ratones hembra 

fueron usadas para el Experimento de Activación Neuronal 

cuando estas contaban con 26 semanas de edad; finalmente, 

usamos 24 ratones hembra de la cepa de la cepa C57BL/6J (C-

57) (Janvier Labs). 

Los protocolos usados fueron aprobados por el Comité de 

Ética sobre Experimentación Animal de la Universidad de 

Valencia y por la Dirección General de Agricultura y Pesca de la 
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Generalidad Valenciana (o el organismo equivalente en el 

momento de ser aprobado el protocolo). Los códigos de 

aprobación son mostrados en la Tabla 8 junto con los datos de 

los animales usados en los experimentos llevados a cabo:  

 
N Cepa Sexo Edad1 Código2  

Exp. de Preferencia I 30 CD1 ♀ 10 A1422608800108 

Exp. de Preferencia II 30 
CD1 ♀ 

8 
A1463579908516 

Exp. Act. Neuronal 21 26 

Exp. de Preferencia III 
24 C54 ♀ 

8 
A1536748473993 

Exp. de Viruta I 26 

Exp. de Viruta II 18 CD1 ♀ 8 A20191115164620 

Exp. de Viruta III 10 CD1 ♀ 30 A20210115233717 

Exp. de Animal in vivo 
8 CD1 ♀ 

10 A20210115233717 
8 CD1 ♂ 

Exp. de Viruta IV 
8 CD1 ♀ 

18 A20210115233717 
8 CD1 ♂ 

Tabla 8: Tabla mostrando las características de los sujetos usados 

en los experimentos presentados en la Parte II sobre señales de 

enfermedad. 1Edad en semanas. 2Código de aprobación por el 

Comité de Ética.  

Por último, los sujetos experimentales tenían experiencia 

previa con los estímulos al haber sido criados hasta el momento 

de su envío al laboratorio por la casa de crianza con 

conespecíficos del sexo contrario. Es decir, no eran ingenuos a 

los estímulos olfativos que fueron presentados.  
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Estabulación  

El protocolo de estabulación fue el mismo para todos los 

animales experimentales, independientemente del protocolo 

específico. Así, todas las ratonas fueron estabuladas en un 

espacio del laboratorio especialmente preparado para ello, a una 

temperatura de 22-24 ºC con una humedad relativa al 70%. 

Finalmente, el ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas con la luz 

de la habitación programada para encenderse a las 8 am. 

La alimentación consistió en la administración de un 

pienso estándar para roedores de la especie Mus musculus, sin 

ninguna característica que remarcar (e.g.: Teklad Global 14% 

Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan, ref: 2017). Tanto el 

agua como el pienso fueron proporcionados ad libitum. 

Las jaulas de estabulación consistieron en cajas 

transparentes de propileno con tapa de alambre (215 x 465 x 145 

mm, ref.1000, Panlab, Barcelona, España). Para favorecer la 

habituación y reducir las fuentes de estrés una semana antes de 

cada experimento se separaban aleatoriamente los sujetos de 

tal manera que quedaran divididos en los futuros grupos 

experimentales del protocolo. Además, el marcaje con tinta en la 
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cola fue realizado en este momento para favorecer su 

habituación. Se ha comprobado en estudios la importancia de 

reducir estos dos factores de estrés al ampliar el tiempo de 

adaptación a los mismos (Dahlborn et al., 2013). Finalmente, se 

les fue proporcionado papel triturado como material de anidación 

y enriquecimiento ambiental (tubos y trozos de cartón). 

Estímulos 

Para los estudios de orina, utilizamos tres tipos de 

estímulos: orina de hembra, orina de macho sano y orina de 

macho tratado con LPS: 

Orina de hembra 

La orina de hembra que presentaremos a continuación 

pertenece a ejemplares sanos en edad adulta de la especie Mus 

musculus criados por la empresa Janviers Labs de la cepa 

C57B/6JR. Esta orina fue trasportada en alícuotas de 50 μl y 

conservada a -20ºC grados hasta el día de los respectivos 

experimentos.  
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Orina de Macho Sano  

Para obtener la orina de macho usada como estímulo en 

estos experimentos se obtuvieron ratones macho de la cepa C57 

(Janvier) en dos tandas. En la Tabla 9 especificamos a que 

procedimientos corresponden cada tanda.  

  N Cepa Sexo Edad Protocolo 

Obtención de Orina I 26 C57 ♂ 8 Exp. de Pref. I 

Obtención de Orina II 25 C57 ♂ 8 
Exp. de Pref. II 
Exp. de Pref. III 
Exp. de Act. Neu. 

Tabla 9: Tabla mostrando las características de los sujetos usados 

en la obtención de orina para los experimentos presentados en el 

apartado de Estudios de Preferencia de la Parte II sobre señales 

de enfermedad. 

Para el procedimiento utilizado en ambos casos para la 

obtención de la orina de macho hicimos uso de la técnica de la 

micción libre (Watts, 1971). Así, colocándonos en una cabina de 

flujo laminar se sostiene al animal del que extraeremos la orina 

con una mano utilizando la piel de la parte dorsal y del cuello con 

el dedo índice y el dedo pulgar. Posteriormente, el animal será 

colocado sobre una placa Petri puesta sobre un papel de 

aluminio y este, a su vez, sobre papel de filtro (Ilustración 1).  

La orina obtenida de los 25 machos usando esta técnica 
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se recolectó en tubos Eppendorf de 2 ml con una pipeta 

automática y conservado en hielo. Posteriormente, la orina de 

todos los animales fue centrifugada a 5000 rpm durante 5 

minutos y alicuotada en tubos Eppendorf con un volumen final 

de 100μl cada uno.  

Finalmente, la orina ya alicuotada fue conservada a -20ºC.  

  

Figura 12: Ratón macho de la cepa C57 siendo manipulado 
para la obtención de orina con la técnica de la Micción 
Libre descrita. 
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Orina de Macho Enfermo 

Para obtener el estímulo con señales de enfermedad 

utilizamos el modelo de Lipopolisacarido (LPS) utilizado en 

investigación de conducta de ratones por Boillat et al. (2015). 

Así, después de la recolección de la orina de ratón macho sin 

tratamiento, sobre los mismos machos aplicaremos una 

inyección de LPS de Escherichia coli 0111:B4 (Escherich, 1885) 

(Sigma.Aldrich ref. L2630) intraperitoneal de 0,1 mg/ml de LPS 

diluido en NaCl al 0,9%.  

Pasadas cuatro horas después de la inyección, dejando 

tiempo para una activación suficiente de sistema inmune con 

síntomas similares a los de una infección bacteriana (Dantzer et 

al., 2008) y con los sujetos dando muestras claras de malestar, 

la orina fue recolectada siguiendo el mismo procedimiento de 

micción libre descrito en el apartado anterior. El procesamiento 

de la orina y su conservación también fue la misma.  
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Protocolo de preferencia 

En el presente apartado explicaremos la metodología 

utilizada en los experimentos de orina realizados con la orina de 

Mus musculus descrita en el apartado anterior. Puesto que 

algunos de estos experimentos comparten procedimientos 

experimentales se ha dividido la sección en subapartados. Así, 

el primero de estos describirán las generalidades de los 

protocolos para, posteriormente, explicar las particularidades de 

cada uno.  

Generalidades de los protocolos de preferencia con Orina 

El tratamiento que fue realizado en los experimentos de 

preferencia con orina que vamos a presentar en este apartado 

fue el siguiente: primero, los distribuimos de forma aleatoria en 

tres cajas para su estabulación. Cada caja corresponderá a uno 

de los grupos experimentales y realizamos esta división una 

semana antes de la realización del protocolo para evitar 

estresores sociales que puedan afectar al comportamiento.  
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Posteriormente, en la semana de experimentación, se 

realizaron tres días de habituación. En estas, se le presentaba a 

los animales un estímulo neutro consistente en una solución 

salina (0,9%) en ambos lados de la caja de experimentación. 

Tanto la cantidad de estímulo neutro presentado como el tiempo 

de duración de la prueba serán iguales en la fase de habituación 

y en la siguiente fase de exposición.  

A B 

Figura 13: Diseño de los botes de cristal (4,5 cm de altura y 4,5 cm 

de diametro) utilizados para los estudios de preferencia. (A) El 

modelo A fue usado el día de exposición a volátiles. Como 

podemos observar, se han dibujado pequeños aguajeros en la 

tapa y se ha representado el papel de filtro usado como sustrato 

en la base dentro del bote. (B) El modelo B tiene un agujero en la 

tapa donde colocaremos el papel de filtro para facilitar el acceso 

de los animales de experimentación.  
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Finalmente, comenzará la fase de presentación de los 

estímulos de orina. Esta fase fue dividida en dos días: en el 

primero se restringió el contacto directo de los animales 

experimentales al estímulo, evitando así la acción del Bombeo 

Vomeronasal y permitiendo solo la detección de partículas 

volátiles por el sistema olfativo. El quinto día, finalmente, se les 

presento el estímulo de tal manera que tuvieran completo acceso 

al mismo, permitiendo el Bombeo Vomeronasal anteriormente y 

con esto la detección de feromonas que provocan. Estas 

feromonas, en la especie Mus musculus, son proteínas no 

volátiles que requieren del OVN y del Bombeo Vomeronasal para 

ser detectadas (Martinez-Ricós et al., 2008; Døving & Trotier, 

1998). Para bloquear el acceso al estímulo modificamos la tapa 

de unos botes de cristal. En la condición de volátiles colocamos 

el papel en la base del bote y mediante unos agujeros en la tapa 

garantizamos el acceso del ratón a las moléculas volátiles 

mientras bloqueábamos el acceso directo al estímulo. Por otro 

lado, en el momento de presentar los estímulos involátiles la tapa 

presentaría una mayor abertura, donde pegaríamos el sustrato 

del estímulo (papel de filtro) mediante celo en la parte interna de 

la tapa del bote (Ilustración 2).  
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Todo este proceso queda ilustrado en la Figura 14: 

Los estímulos fueron distribuidos en la caja de 

experimentación de manera que cada uno de ellos resultara 

perfectamente accesible, pero en lados contrarios de la caja para 

forzar su elección.  Así pues, cada grupo de animales de 

experimentación fue expuesto a dos de los estímulos de orina 

para explorar. Es decir, el primer grupo sería expuesto a Orina 

de Hembra en un lado contra Orina de Macho Sano; el segundo 

Figura 14: Ilustración del protocolo experimental realizado en los 

experimentos de preferencia de orina presentados en este 

apartado. En la parte superior de la figura se señalan las acciones 

realizadas según la línea temporal señala en la parte inferior. Cada 

línea de color marca una situación experimental: la línea roja 

señala los ratones hembra de la condición Orina de Hembra vs 

Orina de Macho Sano; La línea verde marca el grupo expuesto a 

Orina de Hembra vs Orina de Macho LPS; La línea azul señala el 

grupo expuesto a Orina de Macho Sano vs Orina de Macho LPS. 
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grupo a Orina de Hembra contra Orina de Macho LPS; y el último 

grupo a Orina de Macho Sano frente a Orina de Macho LPS. 

Experimento de Preferencia I 

En el primer experimento que realizamos utilizamos una 

caja de metacrilato rectangular opaca con unas medidas de 

250mm x 500mm x 300mm. En este caso, no había separación 

física entre los estímulos, es decir, no fue colocada ninguna 

barrera con puerta a la mitad de la caja.  

La muestra de animales experimentales consistió en 30 

ratones hembra de la cepa CD-1, como se puede observar en la 

tabla 1 presentada anteriormente. Siguiendo el protocolo 

descrito recientemente, en el momento de recibir los animales 

estos fueron estabulados en grupos de 10, correspondiendo con 

grupos experimentales del protocolo.  

El estímulo consistió en 500 µl a una concentración 1:5 de 

Orina con Solución Salina (0,9%) los días de exposición a 

volátiles e involatiles. Los días de habituación, el estímulo 

colocado en el sustrato consistió en 500µl de Solución Salina 

(0,9%). La presentación de la Orina fue contrabalanceada 

durante los días de exposición, colocando cinco animales con 
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los estímulos en una posición y los cinco siguientes en la 

contraría (i.d., Orina de Macho Sano en el lado derecho frente a 

Orina de Hembra en el izquierdo los primeros cinco animales; 

Orina de Hembra en el lado derecho frente a Orina de Macho 

Sano los últimos cinco animales del grupo). La colocación de los 

animales en la caja experimental en el momento de la exposición 

también fue contrabalanceada, colocando los primeros cinco 

animales en un lado y los siguientes cinco en otro.  

Finalmente, el tiempo de exposición en los ensayos tanto 

en la fase de habituación como en la fase experimental fue de 

300s. 

Experimento de Preferencia II 

En este experimento utilizamos una caja experimental 

diferente a la del Experimento de Preferencia I. En este caso, las 

medidas de la caja de metacrilato de color negro fueron de 

150mm x 895mm x 300mm. En este caso, tampoco fueron 

usadas puertas que marcaran o delimitaran las zonas dentro de 

la caja. 

Como en el Experimento de Preferencia I, la muestra 

consistió en 30 sujetos hembra de la especie Mus musculus de 
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la cepa CD-1 y el estímulo de orina fue presentado en la misma 

proporción con solución salina y en la misma cantidad (i.e. 1:5 y 

500µl respectivamente).  

Finalmente, señalar que el tiempo de presentación del 

estímulo fue el mismo (300s) así como el procedimiento de 

colocación de botes y del animal de experimentación en la caja 

(i.e. con contrabalanceo).  

Experimento de Preferencia III 

En el último experimento con orina que vamos a presentar 

usamos la misma caja que en el Experimento de Preferencia I 

de metacrilato opaco con unas dimensiones de 250mm x 500mm 

x 300mm.  

Los animales experimentales fueron 24 ratones hembras 

de la cepa C-57. El cambio de cepa fue motivado por un artículo 

en el que se mostraba la pérdida del gen para el Receptor de 

Peptidos Formilados 3 en algunas cepas de Mus musculus. 

Como es un receptor importante para la detección de señales de 

enfermedad decidimos optar por la cepa C-57 en la que el gen 

de este había sido confirmado (Stempel et al., 2016). Así, esta 
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cepa expresa dicho receptor y se han publicado artículos 

señalando un efecto negativo en la exploración de ratones C-57 

ante la Orina de ratones tratados con LPS (e.g. Boillat et al., 

2015).  

Finalmente, la presentación de los estímulos presentó la 

misma dinámica que los anteriores experimentos respecto a la 

presentación de los estímulos y la posición de los ratones en la 

caja al inicio del ensayo. El tiempo por ensayo, por otro lado, fue 

ampliado 600s (10 min). 

Experimento de Activación Neuronal  
Muestra y Estabulación 

La muestra consistió en 24 ratones hembra de 26 semanas 

de edad en el momento de empezar el experimento. Como 

podemos observar en la Tabla I estos animales fueron los 

mismos que fueron usados en el Experimento de Preferencia II 

y, por lo tanto, ya habían tenido experiencia con los estímulos 

presentados. 

La estabulación se realizó dividiendo a las ratonas en tres 

cajas de ocho animales y las condiciones de estabulación fueron 

las descritas anteriormente para los estudios de Preferencia.   
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Protocolo de Experimentación  

El protocolo para estudiar la activación neuronal ante 

estímulos de orina LPS consistió en dos fases: la Fase de 

Habituación y la Fase de Exposición y Perfusión. La finalidad de 

la Fase de Habituación fue la eliminación de la expresión de 

proteína c-Fos indeseada el día de la experimentación por la 

sobreestimulación que pudiera provocar la novedad, habituando 

así a los animales experimentales a los aspectos menos 

relevantes del experimento. Así, durante los tres días anteriores 

a la fase de exposición los experimentadores colocaban a las 

ratonas individualmente en cajas de metacrilato opaco (250mm 

x 500mm x 300mm). Cada ensayo experimental tuvo una 

duración de 300s (5 min). En el centro de la caja colocábamos 

un bote en cuya tapa se había dispuesto un agujero en el centro 

en el que se colocaba un papel de filtro (40mm x 40mm) que 

haría de sustrato para la colocación del estímulo. En el caso de 

la habituación, en todos los grupos el papel era empapado con 

250 μl de solución salina a una concentración del 0,9%. Un 

ejemplo de cómo fue dispuesto todo en la situación experimental 

lo encontramos en la Ilustración 3.  
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El tercer día del procedimiento era dedicado a la 

exposición de las ratonas al estímulo correspondiente. En el 

caso de los sujetos del grupo Control este consistió en 250μl de 

Solución Salina (0,9%), al igual que en la Fase de Habituación. 

En el caso de los animales expuestos a Orina de Macho Sano y 

a Orina de Macho LPS el papel de filtro fue empapado con 250μl 

de orina. La orina no fue diluida en esta ocasión para asegurar 

la efectividad del estímulo para provocar activación neuronal. 

Figura 15: Ejemplo de test de conducta en el experimento 

de Activación Neuronal. Podemos observar que a los 

animales experimentales les ha sido facilitado el acceso al 

estímulo posicionándolo en el centro. La imagen ha sido 

extraída de una grabación de un día control.   
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Posteriormente a esta fase de exposición, a los 90 minutos 

de la misma, fue realizada la perfusión del animal y la extracción 

del encéfalo. La elección de esta franja de tiempo se hizo 

teniendo en cuenta el pico de expresión de proteína c-Fos en las 

neuronas del encéfalo (Sng et al., 2004; Herdegen & Leah, 1998; 

Kovács, 2008). 

Las cajas donde se realizaba las fases de habituación y 

experimentación eran minuciosamente limpiadas primero con 

alcohol de 70º y por último con agua destilada después de la 

exposición de cada ratona. Así, se evitaba que olores extraños 

a los deseados afectaran la conducta de las ratonas. Además de 

ello, puesto que los ratones son una especie fácilmente 

estresante por el ruido ambiente, todas las fases experimentales 

se realizaron en una habitación libre de ruido. 

Todo este proceso queda ilustrado en la Figura 16: 
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Perfusión y Conservación del tejido 

Después de la exposición a los estímulos los animales 

fueron sacrificados mediante una dosis eutanásica de 

Pentobarbital Sódico (92 mg/Kg de peso del animal) diluido en 

una solución de etanol (20ml de Etanol, 8ml etilenglicol y 72ml 

agua destilada) de 0,012 ml/g administrada mediante inyección 

intraperitoneal. 

Figura 16: Ilustración del protocolo en el que se exponen los 

pasos de experimentación realizados. Primero, los animales 

estaban agrupados en tres cajas con ocho ratonas cada una; 

Segundo, cada semana de experimentación fueron escogidos dos 

ratones de cada caja inicial y fueron guardados en otra caja 

(representado en la imagen por los recuadros coloreados de 

verde, rojo y negro) durante toda la semana de experimentación; 

Tercero, la experimentación fue dividida en dos fases: tres días de 

habituación y uno de experimentación; Cuarto, el día de 

experimentación fue realizada la Exposición a los estímulos de 

orina (i.e., Macho Sano,  Macho LPS y Control) y a los 90 minutos 

de la misma fue realizada la Perfusión de los animales de 

experimentación.      
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El procedimiento de perfusión de los animales fue 

realizado en una campana extractora de fases. Para la limpieza 

de los vasos sanguíneos se utilizó entre 20 y 40ml de Solución 

Salina (0,9%). Esta solución fue inyectada en el sistema 

circulatorio del animal mientras este estaba profundamente 

anestesiado aguja colocada en el ventrículo izquierdo del 

corazón. La solución fue impulsada dentro del animal por una 

bomba de inyección de jeringa. Posteriormente, para la fijación 

del encéfalo, fueron utilizados 80ml de Paraformaldehído (PFA) 

al 4% en todos los animales. 

Una vez acabada la perfusión el encéfalo era extraído del 

cráneo y dejado en postfijación por un periodo de 4 horas en un 

vial con PFA (4%) a una temperatura de 4ºC. Al finalizar el 

periodo de postfijación el encéfalo era colocado en una Solución 

de Sacarosa (30%) como crioprotección hasta que se observaba 

que estaban hundidos, momento en el que pudieron de ser 

cortados.  
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Preparación Histológica: detección inmuno-

histoquímica de la proteína c-Fos: 

Los cortes de los encéfalos fueron realizados en un 

microtomo de congelación de usando Solución de Sacarosa 

(30%) como crioprotector. Los cortes fueron realizados en un 

plano coronal (frontal) con un grosor de 40μm. Los Bulbos 

Olfativos (BO) también fueron cortados en este plano y 

previamente a la realización de los cortes la parte posterior del 

encéfalo (a partir de mitad del cerebelo) fue seccionada ya que 

no era necesaria para los objetivos de este protocolo. 

Los cortes de cada encéfalo fueron colocados en 

Eppendorf en una solución de Sacarosa (30%) para 

crioprotegerlos. Finalmente fueron almacenados en un 

congelador a -20Cº hasta el día en que se realizó la 

inmunohístoquímica. 

El procedimiento de marcaje de la proteína c-Fos fue 

realizado como sigue: 

1. Se sometió a los cortes a una solución de Tampón Tris 

salino (TBS) con un 3% de Peróxido de Hidrógeno (H2O2; 
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Panreac) para reducir la actividad de las peroxidasas 

endógenas durante 15 minutos a temperatura ambiente.  

2. Posteriormente se realizó una preincubación con suero 

de la misma especie de animal donde se ha desarrollado 

el anticuerpo secundario: en este caso en cabra (Normal 

Goat Serum, NGS). La proporción de los componentes 

de la solución fue la siguiente: 3% de Normal Goat Serum 

(NGS) + 0,3 % de Triton X-100 en TBS. Los cortes se 

mantuvieron en esta durante una hora a temperatura 

ambiente.  

3. El siguiente paso consistió en la incubación de los cortes 

con el anticuerpo primario Rabbit-anti-Fos (Santa Cruz 

Laboratories, Santa Cruz, CA, USA) a una dilución de 

1:500. En esta misma incubación se añadió un 0,3% 

Triton X-100 y 2% de NGS en TBS. Se mantuvieron los 

cortes alrededor de 48 horas con una temperatura de 4 

ºC.  

4. Finalizado el periodo de incubación del primario, y tras 

lavar los cortes en TBS, se inició la incubación de los 

cortes en el anticuerpo secundario Goat-anti-Rabbit 

marcado con biotina (Vector Laboratories) a una dilución 
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1:200 con 0,3% de Triton X-100 y un 3% de NGS en TBS. 

El periodo de incubación se realizó a temperatura 

ambiente durante un periodo de tiempo de 2 horas.  

5. Después de lavar el anticuerpo secundario se incubaron 

los cortes en una solución con el complejo Avidina-

Biotina-Peroxidasa (Vectastain ABC kit, Vector Labs, PK-

6100, Burlingame, CA, USA) con la proporción indicada 

por el laboratorio fabricante (2 gotas del complejo A más 

2 gotas complejo B por cada 5 ml de TBS) junto con un 

0,3% de Triton X-100. La incubación fue realizada a 

temperatura ambiente y durante un periodo de tiempo de 

90 minutos.  

6. Finalmente se realizó el revelado mediante 

Diaminobencidina (DAB) al 0,025% y 0,01% de H202 en 

Tampón Tris dejando los cortes durante un tiempo 

comprendido entre 15/20 minutos dependiendo de la 

valoración que se hizo sobre el desarrollo del marcaje de 

la proteína objetivo.  

7. Entre cada incubación fueron realizados tres lavados de 

TBS durante 5 minutos cada uno excepto durante la 

preincubación y la incubación del anticuerpo secundario. 
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Así, después de realizar la incubación del complejo ABC 

en los cortes y antes del revelado con DAB se realizaron 

lavados con TB.  

Finalmente, los cortes fueron almacenados en viales en TB 

hasta el momento de su colocación en placas de vidrio. La 

colocación de los cortes fue realizada en portas con una 

disolución con un 0,2 % de gelatina (VWM, Prolabo Chemicals, 

Leuven Belgium), Azida Sódica y TB. Una vez montados en 

portaobjetos, se procedió a la deshidratación de los cortes 

mediante el uso de alcoholes y Xilol y se cubrieron utilizando la 

resina Entellan para su conservación. 
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Análisis de los resultados: Conducta y Marcaje de 

la proteína c-Fos 

La variable dependiente en la parte conductual de este 

protocolo fue evaluada de forma manual por un investigador 

ciego a las hipótesis del estudio y sin conocimientos de los 

grupos experimentales que estaba evaluando. Para asegurar el 

desconocimiento de a qué grupo experimental pertenecía cada 

ratón (i.e., que estímulo fue presentado en cada ensayo) se 

Fase Reactivo Tiempo

Reducción Peroxidasas H2O2 15 min

Preincubación NGS + Triton X-100 60 min

Incubación Anticuerto I Rabbit-anti-Fos (1:500) 48 horas

Incubación Anticuerpo II Goat-anti-Rabbit (1:200) 120 min

Incubación Complejo ABC Avidina-Biotina-Peroxidasa 90 min

Revelado DAB (0,025%) + TB 10-15 min

Lavado de Cortes en TB

Lavado de Cortes en TB

Lavado de Cortes en TBS

Lavado de Cortes en TBS

Lavado de Cortes en TBS

Lavado de Cortes en TBS

Tabla 10: Resumen del procedimiento de inmunohistoquímica seguido 

para el revelado de la proteína c-Fos. 
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elaboró un código aleatorio asignado a cada ratón cuya 

correspondencia con el código experimental solo conocía el 

investigador principal. Así, se recopiló en segundos el tiempo 

que cada animal pasaba en un radio de 5cm alrededor del centro 

del estímulo. Para la adquisición de esta variable fue utilizado 

una de las herramientas del programa Smart 3.0 (Panlab 

Harvard Apparatus, Barcelona, Spain), que facilita el visionado 

del video mientras se recopila el tiempo en que el animal realiza 

una serie de variables conductuales previamente configuradas 

por el investigador.   

Respecto a la activación neuronal medida con un 

marcador de la proteína c-Fos en los cortes de los encéfalos de 

los sujetos experimentales, esta fue medida usando el programa 

ImageJ 1,51 K. Las fotografías para el conteo del marcaje fueron 

realizadas mediante una cámara Olympus XC50 integrada en un 

microscopio óptico Olympus CX41RF-5. Las capturas fueron 

realizadas con un aumento de 10x y siempre con la misma 

intensidad de Luz. Para guiarnos por las estructuras del encéfalo 

usamos el atlas estereotáxico de Paxinos y Franklin (2001), 
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situándonos en las coordenadas de Bregma expuestas en la 

tabla siguiente:  

Estructura Bregma

MePD – 1,46 mm

MePV – 1,46 mm

VMH – 1,46 mm

AOB 3,56 mm

Figura 17: Representación de la posición espacial de los núcleos 

donde fue examinado el marcaje. A: Ilustración de un corte sagital 

de un encéfalo de ratón, donde se indican algunas estructuras. 

Las líneas rojas discontinuas indican la altura según las 

coordenadas de Bregma donde se han analizado las estructuras; 

B: Representación de la zona de los Bulbos Olfativos estudiada. 

En azul la capa de células granulares; C: Representación de los 

núcleos de la amígdala (MePD= rojo oscuro; MePV= rojo claro), el 

tracto óptico (gris) y los núcleos del hipotálamo (VMH-VL= verde 

oscuro; VMH-DM= verde intenso). Modificado de Paxinos y 

Franklin (2001).  

 

Tabla 11: Altura en el eje antero-
posterior escogida para el análisis 
del marcaje para los núcleos 
Posteromedial Dorsal (MePD) y 
Ventral (MePV) de la Amígdala; 
para el Hipotálamo Ventromedial 
(VMH); y para el Bulbo Olfativo 
Accesorio (AOB).    
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Para analizar las imágenes con el ImageJ 1, 51 K estas 

fueron tratadas de la siguiente forma: primero se convirtieron a 

escala de grises (8-bit); por último, se ajustó el umbral de 

binarización al 80% de la moda y se binarizaron las imágenes en 

blanco y negro. En la siguiente imagen se ilustra el proceso:  

 

Finalmente, una vez tratadas las imágenes se realizaron 

los análisis en un área de 200μm x 200μm en el núcleo objetivo. 

Para el análisis automático, solo fueron contabilizadas como 

neuronas aquellas marcas que poseían un tamaño igual o mayor 

a 40 pixeles. 

 

  

Figura 18: Procesamiento de imagen de los cortes realizado 

mediante el programa ImajeJ 1, 51 K. A: imagen original extraída 

con el microscopio Olympus CX41RF-5; B: transformación de la 

imagen original a 8-bit; C: binarización en blanco en negro para 

su posterior análisis.  
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Metodología de los Estudios con Viruta 
Experimento de Viruta I: Viruta vs Orina 

Animales y Estabulación 

La muestra consistió en 24 especímenes hembra Mus 

musculus de la cepa C-57 de 26 semanas de edad. Estos 

animales fueron reutilizados del Experimento de Preferencia III 

anteriormente descrito, por lo que no eran naive a los estímulos 

presentados. Sin embargo, presentaban un buen estado de 

salud y aún se encontraban en periodo reproductivo, por lo que 

se supone su receptividad a estímulos sexuales como los 

estudiados en este capítulo. 

Los animales fueron estabulados en las mismas 

condiciones descritas anteriormente para los estudios de 

preferencia. Sin embargo, en este caso, fueron separados en 

cuatro cajas preconfigurando los futuros grupos experimentales 

de seis ratones hembra cada una. Dos de esas cajas 

pertenecían a ratonas que serían expuestas a viruta sucia de 

macho sano y las otras dos a orina de macho sano. Finalmente, 

a una de las cajas de los sujetos que iban a ser expuestos a 

orina y a otra de los que iban a exponerse a viruta se colocó un 

bote de cristal abierto con unos 15g de viruta de ratón macho 
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sano C-57 sexualmente activo estabulado individualmente. La 

finalidad detrás de la colocación de la viruta de macho fue la 

comprobación del hecho que resaltaban algunos artículos 

publicados de la importancia de las fases del ciclo estral para la 

detección de las PUPs, siendo máxima en Estro y mínimo en 

diestro (Dey et al., 2015; Baum et al., 2018; Kunkhyen et al., 

2018) 

 Esto se hizo así para, aprovechando el efecto Whitten, 

iniciar y sincronizar los ciclos estrales de los sujetos 

experimentales de dichas cajas. Este método ha sido utilizado 

por el equipo de Hurst (Roberts et al., 2010) con una alta 

probabilidad de éxito para realizar estudios de atracción a 

feromonas de ratón macho. Finalmente, el estímulo fue colocado 

aproximadamente 72 horas antes del día en que se realizó la 

exposición al estímulo.  
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Estímulos 

Orina 

Tanto la Orina de Hembra como la Orina de Macho Sano 

que han sido utilizadas en este experimento proceden de la 

misma fuente que la usada en el experimento de preferencia III. 

I.e., la Orina de Hembra de los laboratorios Javier de ratones 

hembra de la cepa C57B/6JR y la Orina de Macho de la segunda 

tanda de extracción de Orina (véase tabla II) 

Viruta 

En el caso del estímulo de viruta sucia, la viruta de Macho 

Sano fue obtenida de donantes machos de la cepa C57B/6JR 

sexualmente activos y estabulados durante al menos una 

semana en cajas individuales. Así, juntamos en un mismo 

conjunto la viruta sucia de cuatro ratones machos con las 

características anteriormente descritas y las utilizamos tanto 

para la fase de exposición del procedimiento de conducta como 

para iniciar sobre los sujetos experimentales correspondientes el 

efecto Whitten anteriormente descrito.  

Finalmente, la viruta de hembra fue obtenida de ratones 

hembra de la cepa C57B/6JR estabulados en grupos de al 
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menos seis ratones. Toda la viruta acumulada fue mezclada en 

un mismo conjunto y utilizada posteriormente una muestra del 

mismo en el procedimiento.  

Protocolo de Experimentación 

La prueba de preferencia fue realizada en una caja de 

metacrilato opaco con dimensiones de 250mm x 500mm x 

300mm. Los sujetos experimentales fueron colocados en un lado 

de la caja en concreto siendo este el lado contrario al estímulo 

de Macho (bien sea Orina de Macho o Viruta de Macho) el día 

de la exposición. Para evitar posibles sesgos por la ubicación 

espacial del sujeto o de los estímulos la mitad de los animales y 

los estímulos de macho estuvieron colocados en el lado contrario 

para hacer de contrabalanceo.  Por otro lado, el estímulo fue 

presentado en un bote de cristal de 45mm de diámetro y 45mm 

de altura similar al usado en los experimentos de preferencia 

explicados anteriormente. Todos los sujetos tuvieron acceso 

completo al estímulo, id est, a los componentes tanto volátiles 

como no volátiles.  

El procedimiento puede dividirse en tres fases bien 

diferenciadas: la fase Pre-Experimental o de estabulación previa 



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

106 
 

al procedimiento; la fase de Habituación; y la fase de Exposición. 

Un esquema visual del procedimiento lo podemos encontrar en 

la Figura 19. 

La fase de estabulación ya ha sido explicada 

anteriormente. Por su lado, la fase de habituación duró 4 días, el 

primero de los cuales fue dedicado al manejo de los animales 

experimentales por parte del experimentador con el fin de reducir 

la ansiedad de estos por el manejo (Gouveia & Hurst, 2010). El 

segundo día fue presentada la situación experimental colocando 

los animales en las cajas de experimentación con los estímulos 

Figura 19: Ilustración del protocolo experimental seguido en el 

experimento de Viruta I. Fase Pre-Experimental: seleccionamos al 

menos una semana antes a las ratonas que formaran los cuatro 

grupos experimentales. Las flechas representan el tipo de 

estímulo, rojo para los grupos que fueron expuestos a viruta y azul 

los que fueron expuestos a Orina; Fase Experimental: dividida en 

la fase de habituación y exposición. Durante la fase de habituación 

fue colocada la viruta de macho C-57 en las cajas de los grupos 

con Fase Estro.  
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neutros correspondientes. Esto es: por un lado, 40µl de Solución 

Salina (0,9%) y, por otro, aproximadamente 20g de Viruta Limpia 

con las mismas características que la utilizada por los donantes 

de los estímulos. Las sesiones en la fase de habituación duraron 

600s (10min), la misma cantidad de tiempo que durante la fase 

de experimentación. Este mismo día tuvo lugar la colocación 

dentro de las cajas de estabulación correspondiente del estímulo 

de macho para iniciar el ciclo estral de los ratones hembra. Las 

sesiones de habituación se repitieron hasta tres veces de 

manera consecutiva. 

Finalmente, la Fase de Exposición fue realizada el último 

día. En esta fueron presentados los estímulos propiamente 

dichos, enfrentado así Orina de Hembra contra Orina de Macho 

o Viruta de Hembra contra Viruta de Macho según el grupo de 

animales.  

Realización del Frotis Vaginal 

Posteriormente a la fase experimental, unas cuatro horas 

después de la exposición al estímulo, fue realizado un frotis 

vaginal para determinar la fase en del ciclo estral en el que se 

encontraban los sujetos experimentales. Para ello fue realizado 
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un lavado vaginal siguiendo el procedimiento publicado por 

McLean (et al., 2012).  

Así, mediante una pipeta esterilizada acercada a la 

cavidad vaginal de los animales fue introducido de forma no 

invasiva. Esto fue conseguido al depositar de forma superficial 

unos 100µl de agua destilada sobre la cavidad vaginal, esperar 

a que esta fuese succionada por el animal para, al ser 

expulsada, reabsorber con la pipeta.  

Una vez con la muestra en la pipeta fue depositada sobre 

un portaobjetos etiquetado con el código del animal y dejada 

secar de tal manera que no pudiera ser contaminada. Una vez 

la muestra se encuentra deshidratada fue realizada una tinción 

con Hematoxilina de Gill y Colorante de Eosina acuosa (1%) 

para su posterior evaluación mediante el microscopio.  

Para complementar el análisis de los frotis vaginales 

también fueron tomadas fotos de las cavidades vaginales de los 

animales experimentales. Para su evaluación fue usada como 

guía el artículo de Byers et al. (2012), donde explican como 

identificar visualmente las características que presentan los 

genitales de ratones hembra de varias cepas.  
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Experimento de Viruta II: Darcina vs Péptidos 

Formilados 

Animales 

Para este estudio 16 ratones hembra de la cepa C57 de la 

casa Janvier fueron utilizadas. En el momento del estudio los 

animales contaban con 8 semanas de edad, es decir, eran 

sexualmente maduras y por lo tanto receptivas a estímulos 

sexuales.  

Fueron estabulados en el animalario de Burjassot y su 

mantenimiento fue llevado a cabo por el personal cualificado de 

la instalación siguiendo la Directiva 2010/63/UE de la Unión 

Europea y el Real Decreto 53/2013 de la legislación española. 

El agua y el alimento fue administrado ad libitum, con una 

temperatura en torno a los 22ºC.  

Finalmente, comentar que los animales de 

experimentación fueron estabulados en grupos de cuatro, cada 

grupo en una caja diferente. Dos de estos grupos pertenecerán 

al grupo experimental D/PF y los otros dos a el grupo PF/D.  
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Estímulos 

En este experimento, con el fin de comprobar la efectividad 

de PUP20 (también denominada, como hemos comentado 

antes, Darcina) como estímulo atrayente como describe la 

literatura (Roberts et al., 2010; Roberts et al., 2012) así como de 

los PF como activadores de conducta de evitación dada su 

relación con el sistema vomeronasal ya comentado (Rivière et 

al., 2009). 

Darcina 

En este procedimiento fue utilizada PUP20 recombinante 

(13,4mg/ml) diluido 1:2 en PB. Fue obtenida por encargo al 

laboratorio de Hurts en la Universidad de Liverpool ya que fueron 

ellos quienes la identificaron como feromona (Roberts et al., 

2010). Una vez recibido en el laboratorio fue alicuotado en 

Eppendorf y conservado en un congelador a -20 hasta su uso.  

Péptidos Formilados 

Fue usado un tripéptido compuesto por f-Met-Leu-Phe 

(Sigma-Aldrich) con la intención de obtener una respuesta 

aversiva o de evitación en los sujetos experimentales. Como 
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señalábamos antes, Rivière et al. (2009) mostraron la presencia 

de receptores de PF en el OV de la especie Mus musculus. Por 

lo tanto, estos receptores han sido propuestos como mediadores 

de las respuestas de evitación encontrados en la literatura sobre 

señales de enfermedad. En este procedimiento los PF fueron 

diluidos a una concentración de 9µM en PBS 0,01M.  

Protocolo de Preferencia 

El protocolo de experimentación fue llevado a cabo en una 

caja de metacrilato opaco con unas dimensiones 250mm x 

500mm x 300mm. Los estímulos fueron colocados cada uno en 

un extremo de la caja sobre una Placa Petri de 80mm de 

diámetro. La presentación del estímulo consistió en colocar 2,5g 

de viruta limpia (facilitada por el animalario siendo esta la misma 

que le proporcionaban los animales para la estabulación) con 

10µl del estímulo correspondiente en el medio rodeado por la 

viruta. La intención de presentar el estímulo rodeado de viruta 

fue facilitar la exploración del mismo al proporcionar un elemento 

más cercano a lo que el animal experimental podría encontrar 

en un entorno natural. 
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Podemos dividir el protocolo experimental en dos partes: 

la Fase Pre-Experimental y la Fase Experimental. La Fase Pre-

Experimental consistió en todo el procedimiento seguido durante 

la estabulación de los animales ya explicado con anterioridad. 

No se realizó ninguna otra intervención aparte. 

La Fase Experimental consistió en tres días de habituación 

al experimentador, al contexto del experimento y a la situación 

experimental en si misma (i.e., caja de experimentación, 

condiciones ambientales como temperatura y luminosidad, 

disposición y presentación de los estímulos, duración del 

Figura 20: Representación gráfica del procedimiento experimental 

realizado. En la Fase Pre-Experimental, realizada una semana 

antes, los sujetos experimentales fueron divididos en dos grupos 

experimentales. La diferencia entre ambos grupos fue el orden de 

presentación de los estímulos los días de Exposición 1 y 2. Como 

se puede observar, fueron realizados tres días de habituación y 

dos de exposición, variando el orden de presentación a PUP20 

(Darcina) o a los Péptidos Formilados.    
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procedimiento, etc.). El estímulo utilizado consistió en 10µl de 

Solución Salina (0,9%) en el centro de una Placa Petri rodeada 

por aproximadamente 2,5g de viruta limpia. Se colocaron dos 

Placas Petri, cada una a un lado de la caja, con la finalidad de 

cuantificar la cantidad de tiempo que pasaba en cada lado. En el 

medio de la caja fue colocado una barrera de metacrilato 

transparente, abierta para facilitar el acceso del animal, que 

delimitaba ambos lados de la misma. 

 

Figura 21: Ilustración de la situación experimental en la que se 

muestran: A: el lugar de colocación inicial del sujeto, al lado 

contrario del estímulo deseado y realizando un contrabalanceo en 

la mitad de la muestra; B: barrera de metacrilato transparente con 

acceso abierto para delimitar ambos lados de la caja; C: 

presentación del estímulo, con 10µl del estímulo correspondiente 

rodeado de 2,5g de viruta limpia en una Placa Petri.  
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Por otro lado, la fase de experimentación consistió en dos 

días en los que fueron presentados los estímulos a todos los 

animales del experimento. Fueron colocados en cada ensayo un 

estímulo neutro en un lado y en el contrario el estímulo 

experimental correspondiente. Dependiendo del grupo al que 

pertenecían vario el día de presentación de la D o de los PF, 

como se puede observar en la Ilustración 7.  Los estímulos 

fueron presentados de igual manera a la presentación del 

estímulo neutro, con la diferencia de que en esta ocasión fue 

presentado 10µl de D o PF, según correspondiese.  

Finalmente, las sesiones tuvieron en todos los ensayos 

(i.e., tanto en los tres ensayos de habituación como en los dos 

de exposición) una duración de 300s (5min). Para evitar sesgos 

se realizaron varios contrabalanceos: la mitad de la muestra tuvo 

el estímulo en un lado de la caja y la otra mitad en el contrario; 

se hizo lo mismo con la posición de inicio de los animales en los 

ensayos; cada cuatro ratones fue cambiado el estímulo que era 

presentado (e. g.: los primeros cuatro D, los siguientes cuatro 

PF, los siguientes cuatro D y los últimos cuatro PF; viceversa en 

la sesión de exposición del día siguiente). Este último 
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contrabalanceo tenía como objetivo evitar un efecto del 

momento de presentación respecto del ciclo de actividad.  

Experimento de Viruta III: Animal Tratado con   

LPS I 

Sujetos y Estabulación 

 

La muestra consistió en 10 ratones hembra de la cepa CD-

1 Swiss en etapa de madurez sexual. Su estabulación fue 

realizada en las instalaciones del animalario de la Universidad 

de Valencia en el campus de Burjasot y el mantenimiento de las 

mismas fue llevado a cabo por su equipo. La temperatura 

ambiente se situaba en torno a 22ºC y el alimento y la hidratación 

fue administrada ab libitum.  

Finalmente, fueron estabuladas en cajas de cinco 

animales, preconfigurando los grupos experimentales del 

protocolo que fue llevado a cabo posteriormente. Además de 

esta situación no fue realizado sobre los animales ningún 

tratamiento más.   
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Estímulos 

Fue utilizada viruta sucia de macho Mus musculus de la 

cepa C57BL/6. Los animales se encontraban estabulados en 

cajas individuales. Para llevar a cabo el procedimiento se 

recogieron dos tipos viruta derivados de machos sin enfermedad 

o de machos que habían recibido una inyección de LPS para 

iniciar una respuesta inmune.  

En el caso de la viruta de macho sano, el donante estuvo 

tres días en la caja estabulado con bebida y comida ad libitum y 

en condiciones ambientales adecuadas hasta el momento de la 

recogida del estímulo. Por otro lado, en el caso de la viruta de 

macho LPS, los donantes estuvieron estabulados con las 

mismas condiciones que los anteriormente descritos con la 

diferencia que el día de la recogida se le fue realizada una 

inyección intraperitoneal de LPS. El sujeto fue sacrificado seis 

horas después y la viruta recogida. 

Estos animales pertenecían a otro procedimiento 

experimental y los procesos de tratamiento realizados sobre 

ellos fueron avalados por el comité de ética para el experimento 

correspondiente.   
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Protocolo de Preferencia 

La caja donde fueron realizados los ensayos consistió, 

como en anteriores experimentos, en una caja de metacrilato 

opaco de dimensiones 250x500x300mm. La presentación de los 

estímulos fue desarrollada sobre una Placa Petri en la que se 

depositaron alrededor de 10g de viruta (i.e., limpia, ensuciada 

por machos sin tratamiento o con tratamiento LPS). La Placa 

Petri con el estímulo fue colocada en la zona central de cada 

lado de la caja de experimentación. Finalmente, para facilitar la 

distinción entre los dos lados de la caja fue colocada una barrera 

de metacrilato transparente con acceso abierto. La disposición 

de los elementos anteriormente descritos queda ilustrada en la 

Figura 22. 

Figura 22: captura de la grabación de una de las sesiones 

experimentales.   
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El protocolo experimental fue realizado durante cuatro días 

consecutivos. Una semana antes, en la que podríamos 

denominar Fase Pre-Experimental, los sujetos fueron divididos 

en dos cajas de cinco para que se habituaran previamente al 

grupo social.  

La Fase Experimental fue dividida en dos: Habituación y 

Exposición. La habituación se repitió durante dos días 

consecutivos. En esta fase fue realizado el protocolo de 

experimentación como este iba a ser realizado en la posterior 

fase de presentación de los estímulos. La finalidad fue la 

Figura 23: Ilustración gráfica del protocolo experimental. Los 

sujetos experimentales fueron divididos en dos grupos de cinco 

sujetos correspondiendo cada caja con un grupo experimental. 

En la Fase Experimental del procedimiento fueron realizados dos 

días de habituación y dos de exposición, alternando según el 

grupo el día de presentación a viruta de macho sano o a viruta de 

macho tratado con LPS. El objetivo final es que todos los 

animales realizasen un test con ambos tipos de estímulos. 
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eliminación del estrés que podría crear la situación y el manejo 

de los animales por el experimentador. El estímulo neutro 

consistió en viruta limpia del mismo tipo que la manchada en los 

estímulos experimentales.  

Finalmente, los dos días de exposición se presentaron los 

dos estímulos a todos los animales. Así, el primer día fue 

presentado a la mitad de la muestra Viruta Manchada de macho 

normal sin tratar frente a viruta limpia y a la otra mitad le fue 

presentado Viruta Manchada de Macho tratado con LPS. Al día 

siguiente fue invertida la presentación de los estímulos respecto 

de los animales. Este contrabalanceo fue realizado para evitar 

un efecto del día de experimentación en los resultados de la 

conducta. A parte de este contrabalanceo, otros fueron 

realizados (véase experimentos anteriores). Todo este proceso 

queda ilustrado en la Figura 23. 

 Finalmente, comentar que la duración de los ensayos fue 

de 600s (10min). 
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Exprmt. de Viruta IV: Animal Tratado con LPS II 

Sujetos y Estabulación 

Los sujetos experimentales fueron reutilizados de un 

experimento anterior. Consistieron en 14 especímenes Mus 

musculus (seis hembras y 8 machos) estabulados en el 

animalario del campus de Burjasot de la Universidad de 

Valencia.  

Estímulos 

En este experimento, los estímulos consisten en viruta 

manchada de 12 ratones macho de la cepa CD-1. Estos machos 

estaban estabulados en dos cajas de media docena de animales 

cada una. Así, seis de estos machos se mantuvieron sin tratar y 

con condiciones de estabulación óptimas. Los otros seis, por otro 

lado, fueron tratados al menos 12 horas antes de recoger la 

viruta sucia con LPS (1mg/kg; 0,2mg/ml en NaCl al 9%). 

Esta viruta fue conservada en un congelador a -20ºC hasta 

tres horas antes de su uso en el protocolo experimental. En el 

momento de la experimentación fueron depositados en botes de 
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cristal de 4,5cm de altura y 4,5cm de diámetro aproximadamente 

8g de esta viruta como estímulo experimental.  

Protocolo de Preferencia  

Para este experimento fue utilizada una caja de 

experimentación de metacrilato opaco de dimensiones 

250x500x300mm. Dentro de la situación experimental fueron 

colocados los botes anteriormente mencionados cada uno en un 

extremo de la caja, uno con estímulo experimental (viruta 

manchada) y otra con estímulo neutro (viruta limpia). Estos 

estímulos fueron contrabalanceados cambian en la mitad de la 

muestra su ubicación por el lado contrario para evitar posibles 

sesgos. 
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El protocolo experimental, como se puede ver en la 

siguiente ilustración, consistió en dos días de habituación y uno 

de exposición a los estímulos. En la fase de habituación la 

situación experimental se mantuvo igual que en la fase de 

experimentación salvo por la viruta utilizada como estímulo 

neutro que se encontraba limpia en el momento de usarse. El 

día de la exposición la mitad de la muestra realizo el test de 

preferencia en la condición de Viruta de Macho Sin Tratar vs 

Estímulo Neutro; la otra mitad de la muestra realizo el mismo test 

con Viruta de Macho Tratado con LPS frente a Estímulo Neutro.  

Figura 24: Ilustración gráfica del protocolo experimental. El color rosa 

representa al grupo de hembras y el azul al grupo de machos de 

nuestra muestra. En la Fase Experimental del procedimiento fueron 

realizados dos días de habituación y uno de exposición, donde se les 

presento a todos los animales viruta de macho tratado frente a viruta 

limpia (verde y gris) o bien viruta de macho sin tratar frente a viruta 

limpia (rojo y gris). El cambio en la lateralidad de los colores en la fase 

de exposición se realiza para indicar el contrabalanceo dentro de la 

caja. 



 Parte II: Estudios con el Modelo de LPS  

123 
 

Finalmente, la duración de los ensayos durante el 

procedimiento fue de cinco minutos (300s), tanto en los que 

respectan a la Habituación como los que lo hacen a la fase de 

Exposición.   
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Metodología del Experimento con 

Animal in vivo 

Sujetos y Estabulación 

En este experimento fueron utilizados 16 especímenes de 

Mus musculus de la cepa CD-1 de al menos 10 semanas de 

edad, concretamente ocho hembras y ocho machos. Los 

animales fueron estabulados en el animalario de la Universidad 

de Valencia en condiciones de temperatura y humedad óptimas 

y bajo el atento cuidado del equipo de profesionales del 

animalario.  

Estímulos 

Los animales que fueron utilizados de estímulo 

experimental consistieron en 12 machos Mus musculus de al 

menos 10 semanas de edad estabulados en grupos de seis. Seis 

de esos machos fueron tratados mediante inyección 

intraperitoneal con LPS (1mg/kg; 0,2mg/ml en NaCl al 9%) al 

menos 12 horas antes del inicio del último día del protocolo 

experimental.  
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Todos los animales fueron anestesiados mediante una 

inyección intraperitoneal con Ketamina (100g/ml) y Metomidina 

(0,5mg/ml) antes de los ensayos experimentales. Al finalizar el 

procedimiento experimental fueron perfundidos con una dosis 

eutanásica de pentobarbital sódico.  

Protocolo de Preferencia 

Para este experimento fue utilizada una caja de 

experimentación de metacrilato opaco de dimensiones 

250x500x300mm. Los estímulos fueron dispuestos en extremos 

opuestos de la caja de experimentación, depositando al animal 

anestesiado encima de una Placa de Petri. Los días de 

habituación la situación fue idéntica salvo por la ausencia del 

animal anestesiado. Esta situación experimental se muestra en 

la Figura 25.  



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

126 
 

 

El protocolo experimental consistió en cuatro días de los 

cuales tres correspondieron a la habituación a la situación 

experimental y el último a la presentación de los estímulos. El 

procedimiento se puede observar en la Figura 26. El último día 

se presentaron a un mismo animal experimental en un lado un 

macho sin tratar y al otro lado un macho tratado con LPS. En 

animales alternos se aplicó, como en experimentos anteriores, 

un contrabalanceo respecto a la posición de cada modalidad de 

estímulo.  

Figura 25: Muestra de la situación experimental extraído de la 

grabación de un ensayo el día de la exposición a los animales 

anestesiados.  
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Finalmente, la duración de los ensayos fue de diez minutos 

(600s) tanto en la Exposición como en los tres días de 

Habituación.  

Figura 26: Ilustración gráfica del protocolo experimental. El color 

rosa representa al grupo de hembras y el azul al grupo de machos 

de nuestra muestra. En la Fase Experimental del procedimiento 

fueron realizados tres días de habituación y uno de exposición, 

donde se les presento a todos los animales ambos tipos de 

estímulo (en verde: macho tratado con LPS; en rojo, macho sin 

tratar). 
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Procesamiento de Datos 

A continuación, explicaremos las medidas realizadas como 

variables dependientes en cada uno de nuestros experimentos, 

la forma de obtención de estas y las pruebas estadísticas 

realizadas. Aunque explicaremos los experimentos de manera 

particular, todos tienen en común: la conducta de los animales 

fue grabada y fueron tomadas para análisis la grabación del 

último día de habituación así como los días de exposición a los 

estímulos experimentales; en su mayoría, los videos fueron 

analizados utilizando el programa “Smart v3.0” (Panlab, 

Barcelona, España), que detecta por contraste de pixeles entre 

una imagen base (id est, la misma situación experimental pero 

sin el sujeto) y el fotograma de la grabación con la posición del 

animal; otros, sin embargo, fueron analizados manualmente 

mediante doble ciego por otro experimentador ajeno al diseño 

experimental y al objetivo del experimento; finalmente, para el 

uso de las herramientas de estadística fue usado el software 

“IBM SPSS Statistics v23.0”. 

Previamente a la realización de pruebas de análisis de 

datos para medir los efectos de las variables se han realizado 
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test para evaluar que estos cumplan los criterios para realizar 

pruebas paramétricas. En concreto, para evaluar la esfericidad 

se ha realizado el test de Mauchly; para evaluar la normalidad 

de los datos se ha realizado el test de Kolmogorov-Smirnov; y 

para la homogeneidad de los datos en variables entresujetos el 

test de Levene. Se señalará expresamente durante la exposición 

de los resultados si estos criterios no han sido cumplidos.  

Así pues, en el estudio de preferencia I la variable 

dependiente (VD) fue el tiempo en segundos en el que el animal 

se encontraba cerca del estímulo, en concreto en un radio de 

6cm alrededor del centro del estímulo. Las variables 

independientes (VI) usadas para el análisis fueron las variables 

intrasujetos Exposición, con tres condiciones (Control; Volátiles; 

Involátiles) y Tipo de Estímulo con dos condiciones (Estímulo 

Lado Derecho; Estímulo Lado Izquierdo). Por otro lado, la 

herramienta de análisis usada fue una Anova de Medidas 

Repetidas y un Test de Análisis de Esfericidad de Maunchly para 

la variable Exposición, no siendo necesario en el caso de la 

variable Tipo de Estímulo al contar solo con dos condiciones. 

Para la condición Macho Tratado con LPS vs Hembra, al no 
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haber superado el test de esfericidad, fueron aplicados sobre los 

datos el test no paramétrico de la Anova de Friedman. 

En el experimento de preferencia II, la VD consistió en el 

tiempo en segundos en la zona (i. e., la mitad de la caja) de la 

caja donde ésta situado el estímulo, mientras que las VI son las 

mismas que en el Experimento de Preferencia I. Por lo tanto, las 

herramientas estadísticas utilizadas también fueron las mismas.   

En el caso del experimento de preferencia III, la VD 

consistió en el tiempo que el animal pasaba cerca del estímulo, 

en concreto en un radio de 6cm respecto al centro de este. Tanto 

las VIs como los test estadísticos utilizados son los mismos que 

en los experimentos de preferencia anteriores, aunque en este 

caso fueron realizadas comparaciones de medias post hoc con 

la corrección de Bonferroni. Además, como la condición Orina de 

Macho Tratado vs Orina de Hembra no se cumplen los criterios 

de normalidad sobre estos datos fue realizado el test no 

paramétrico de Anova de Friedman. 

Por su lado, el experimento de activación neuronal 

posee dos apartados. El primero esta referido al análisis de 

conducta, para el que la VD fue el tiempo en segundos que el 
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animal pasaba cerca del estímulo. Respecto a las VIs nos 

encontramos con un modelo mixto con una VI intrasujetos que 

llamamos Exposición con dos condiciones (Habituación; 

Estímulo Experimental) y otra VI entresujetos que llamamos Tipo 

de Estímulo, con tres condiciones (Neutro; Orina de Macho sin 

Tratar; Orina de Macho Tratado). Las pruebas de procesamiento 

de datos utilizadas consistieron en una Anova de Medidas 

Repetidas. Posteriormente, se realizó una comparación de 

medias con el ajuste de Bonferroni.  

El segundo apartado de este experimento consistió en el 

análisis del marcaje de la proteína c-Fos. En esté, la VD consistió 

en la cantidad de puntos igual o mayor de 40 pixeles que hubiese 

en una muestra de 200x200µm de las fotografías tomadas del 

marcaje de los núcleos objetivo. Para el análisis estadístico de 

la VD previamente fueron realizadas las pruebas de Levene y de 

Kolmogorov-Smirnov con el fin de valorar los requisitos de las 

pruebas paramétricas. En el caso de cumplirlas realizamos un 

ANOVA, en caso contrario realizamos una prueba de Kruskal-

Wallis. Cuando fue pertinente, se realizaron pruebas post hoc 

comparando las medias usando la corrección de Bonferroni. 
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En el experimento de viruta/orina y estro/no-estro 

utilizamos como VD el tiempo que el animal pasa cerca del 

estímulo, concretamente en un radio de 6cm a partir del centro 

del estímulo. Las VI consistieron en dos variables intrasujetos y 

dos variables entresujetos. Así, como variables nuestro diseño 

experimental tiene las variables entre Ciclo Estral, con dos 

condiciones (no Estro; Estro), y la variable Substrato, también 

con dos condiciones (Orina; Viruta); y las variables intra 

Exposición (Habituación; Exposición al Estímulo Experimental) y 

Estímulo (Lado Derecho; Lado Izquierdo). Finalmente, las 

pruebas estadísticas utilizadas consistieron en el test de Levene 

para igualdad de varianzas y el test de Kolmogorov-Smirnov 

para normalidad, una Anova de medidas de repetidas para 

comparar el efecto de las variables y, posteriormente, una 

comparación de medias usando la corrección de Bonferroni.  

En el experimento en el que usamos viruta manchada por 

un ratón macho tratado con LPS durante cuatro horas, la VD 

es la ratio del tiempo que el animal pasa en la zona de la caja de 

experimentación donde están cada uno de los estímulos. La VI 

se trata de una variable intrasujetos que hemos denominado 

Estímulo y posee tres condiciones (Neutro; Macho sin Tratar; 
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Macho Tratado con LPS). La herramienta de análisis utilizada 

para analizar los resultados fue una Anova de medidas 

repetidas. 

El siguiente experimento fue el que expone a la muestra a 

D y a PF. La variable dependiente en este experimento consistió 

en la ratio entre el tiempo medido en segundos que los animales 

pasan dentro de un radio de 6cm en cada estímulo. Al igual que 

en el anterior experimento, el diseño experimental consistió en 

una variable intra que fue denominada Estímulo y poseía tres 

condiciones (Neutro; Darcina; Péptidos Formilados) y a la que le 

fue realizada un test de esfericidad de varianzas.  

En el experimento de viruta manchada durante 12 

horas por un macho tratado con LPS tuvo como VD la ratio 

entre el tiempo que los animales pasaron en cada mitad de la 

caja de experimentación. La medición fue realizada por un 

investigador ajeno al experimento. Las VI fueron una variable 

intrasujetos que denominamos Día de Exposición con dos 

condiciones (Control; Viruta Manchada) y dos variables 

entresujetos que fueron denominadas Sexo y Estímulo (Viruta 

de Macho Tratado con LPS; Viruta de Macho no Tratado). La 

herramienta de análisis fue un Anova de medidas repetidas. 
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El protocolo en el que usamos un ratón macho 

anestesiado como estímulo tuvo como VD la ratio entre el 

tiempo medido en segundos que los animales pasan en cada 

mitad de la caja de experimentación. En este caso, como en el 

experimento anterior, la medición fue realizada por un 

investigador ajeno al experimento. En este experimento 

utilizamos una VI entresujetos de dos condiciones que decidimos 

denominar Sexo y otra variable intrasujetos de dos condiciones 

denominada Exposición (Ratio Control; Ratio Animal 

Anestesiado). La herramienta utilizada para analizar los datos 

consistió en una Anova de medidas repetidas. 
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Resultados: 

Resultados Estudios con Orina 

A continuación, serán presentados los resultados respecto 

a la conducta de los animales en los experimentos de 

preferencia usando como estímulo orina de individuos de la 

especie Mus musculus. Los tres procedimientos se separarán, a 

su vez, en las tres condiciones experimentales que de ellos 

forman parte.   

Experimento de Preferencia I 

Orina de Macho sin Tratar vs Orina de Hembra 

A continuación, se presentan gráficamente los resultados 

obtenidos durante la condición experimental en la que fueron 

presentados Orina de Macho sin Tratar y Orina de Hembra.  
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Figura 27: Representación de los resultados de la condición de 

orina de hembra (en rojo) y orina de macho (en azul) en las fases 

experimentales de Habituación (Control), Exposición a Volátiles y 

Exposición a no Volátiles. La variable dependiente es el tiempo 

que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de error 

representan el error de la media. No encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales.  

Respecto a los resultados de las pruebas realizadas, 

ninguno de los factores analizados da resultados significativos. 

Así, ni el factor intrasujetos exposición (con las condiciones 

habituación, volátiles y no volátiles; F2, 8= 1,742; p= 0,236) ni el 

factor tipo de estímulo (lado derecho; lado izquierdo; F1,9= 0,76; 

p= 0,789) dan resultados estadísticamente significativos. Por 

otro lado, su interacción tampoco tiene un efecto significativo 

sobre la VD (F2,8= 1,241; p= 0,339). 
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Con base a estos resultados podemos concluir que en 

nuestra muestra de sujetos no hay diferencias en el tiempo que 

deciden pasar cerca de un estímulo o cerca de otro. Es decir, no 

parecen tener preferencia por la orina de Macho sin Tratar y en 

edad reproductiva respecto a la Orina de Hembra. Esto se da 

tanto en la condición en la que solo se permite el acceso a los 

componentes volátiles como en la que se permite el acceso a los 

no volátiles.  

Orina de Hembra vs Orina de Macho Tratado con LPS 

A continuación se prensentan gráficamente los resultados 

del análisis de la conducta en el test de preferencia que 

enfrentaba los  estímulo de Orina de Hembra y de Orina de 

Macho Tratado.  

Los test para evaluar los requisitos de las pruebas 

paramétricas nos indican que en el caso de esta condición los 

datos no cumplen con los criterios de esfericidad medidos con el 

test de Mauchly (χ2
2= 7,977; p= 0,019). Por lo tanto, para esta 

condición experimental deberemos usar pruebas no 

paramétricas.  
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Figura 28: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho Tratado (en verde) en 

las fases experimentales de Habituación (Control), Exposición a 

Volátiles y Exposición a no Volátiles. La variable dependiente es 

el tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de 

error representan el error de la media. Encontramos diferencias 

significativas en la condición atracción a volátiles (p= 0,017). 

Los resultados del test de la Anova de Friedman realizado 

sobre los datos de la VD nos indican unos efectos significativos 

de la variable exposición (χ2
5= 11,314; p= 0,045). Como prueba 

post hoc realizamos un test de Wilcoxon para comprar la 

exploración en la condición de volátiles, dándonos un resultado 

significativo al analizar los datos (T=4; p= 0,017). En este caso, 

al realizar solo una comparación entre medias, no es necesario 

realizar el ajuste de Bonferroni.   
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Esto resultados nos indicarían una tendencia hacia la 

exploración de los componentes volátiles de la Orina de Macho 

Tratado frente a Orina de Hembra. Sin embargo, esta tendencia 

no se repetirá en la condición de no volátiles, no mostrando 

preferencia por ningún estímulo. 

Orina de Macho sin Tratar vs Orina de Macho Tratado con 

LPS 

 

 

Figura 29: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Macho sin Tratar (Azul) y Orina de Macho Tratado (Verde) 

en las fases experimentales de Habituación (Control), Exposición 

a Volátiles y Exposición a no Volátiles. La variable dependiente es 

el tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de 

error representan el error de la media. No encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales. 
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Como podemos observar en la Figura 29, no encontramos 

efectos significativos de las VI sobre el tiempo en que los sujetos 

experimentales estuvieron cerca del estímulo. Así, la variable 

Exposición nos da una significación en el test de 0,143 (F2,8= 

2,504) y la VI Tipo de Estímulo una significación de 0,285 (F1,9= 

1,291). Asimismo, la interacción entre ambas tampoco tiene un 

efecto significativo (F2,8= 2,495; p= 0,144). 

Estos resultados nos indican que los ratones hembra que 

hemos usado en nuestra muestra no presentan preferencia por 

ninguna de las muestras de Orina de Macho presentadas, sean 

de macho tratado con LPS o sin tratar. Esto se repitió en la 

exposición restringida a volátiles y la exposición a los no volátiles 

del estímulo.  

Experimento de Preferencia II 

Orina de Macho sin Tratar vs Orina de Hembra 

A continuación, se presentan los resultados para el 

segundo experimento de preferencia, en el que fue cambiada la 

caja de experimentación para comprobar el efecto que este 

cambio en la situación experimental podía ejercer sobre los 

resultados (e.g., maximizar las diferencias en la conducta de 
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exploración si las hubiera). Presentamos en la Figura 30 los 

resultados de la condición del protocolo de preferencia en que 

presentábamos Orina de Hembra frente Orina de Macho sin 

Tratar 

 

Figura 30: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho (en azul) en las fases 

experimentales de Habituación (Control), Exposición a Volátiles y 

Exposición a no Volátiles. La variable dependiente es el tiempo 

que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de error 

representan el error de la media. No encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales.  

Los resultados de las pruebas de análisis de datos 

realizadas nos arrojan unos resultados no significativos para 

ninguna de las VI, id est, 0,888 para exposición (F2,8= 0,120) y 

0,992 para tipo de estímulo (F2,9= 0). Tampoco encontramos 
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efectos significativos para la interacción entre ambas (F2,8= 

0,674; p= 0,536). 

Así pues, los sujetos de nuestra muestra no prefieren la 

Orina de Macho sin Tratar frente a la Orina de Hembra.  

Orina de Hembra vs Orina de Macho Tratado con LPS 

Como el siguiente gráfico ilustra, encontramos un efecto 

significativo de la interacción entre las variables Exposición y 

Tipo de Estímulo (F2,8= 9,338; p= 0,008), aunque ninguna de 

estas presenta efecto por sí misma (respectivamente, F2,8= 

0,326; p= 0,731 y F1,9= 3,677; p= 0,087). El análisis post hoc de 

comparación de medias con la corrección de Bonferroni nos 

indica diferencias significativas en el tiempo pasado en la zona 

del estímulo en la fase del protocolo de Exposición a Volátiles de 

la Orina (F1,9= 30,041; p= 0,0001) 
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Figura 31: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho Tratado (en verde) en 

las fases experimentales de Habituación (Control), Exposición a 

Volátiles y Exposición a Involátiles. La variable dependiente es el 

tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de 

error representan el error de la media. Encontramos diferencias 

significativas en la condición atracción a volátiles (p= 0,0001). 

Así, los ratones hembra expuestos a orina en esta 

condición prefirieron pasar más tiempo cerca de la zona donde 

detectaron los volátiles de Orina de Macho Tratado con LPS. Sin 

embargo, no encontramos la misma preferencia cuando se les 

permite el contacto con el estímulo y el acceso a los 

componentes no volátiles de ambos estímulos 
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Orina de Macho sin Tratar vs Orina de Macho Tratado con 

LPS 

Finalmente, presentamos a continuación los resultados de 

la última condición experimental del segundo protocolo de 

preferencia por orina. Estos resultados se representan en la 

siguiente gráfica.  

 

Figura 32: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Macho sin Tratar (Azul) y Orina de Macho Tratado (Verde) 

en las fases experimentales de Habituación (Control), Exposición 

a Volátiles y Exposición a no Volátiles. La variable dependiente es 

el tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de 

error representan el error de la media. No encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales. 
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Las pruebas realizadas sobre los datos nos proporcionan 

resultados no significativos para los efectos de las VI sobre la 

VD. Así, la variable exposición (F2,8=0,740, p= 0,507), Tipo de 

estímulo (F1,9= 0,065, p=0,804) y su interacción (F2,8= 1,519, p= 

0,276) no poseen una influencia suficiente en nuestro diseño 

experimental como para afectar a la conducta de los ratones 

hembra utilizados en esta condición. Por lo tanto, podemos decir 

que los sujetos experimentales no presentan una preferencia por 

estar cerca del estímulo de Orina de Macho sin Tratar o Tratado 

que hemos usado en el experimento. 
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Experimento de Preferencia III 
 

A continuación, se presentarán los resultados de los 

Estudios de Preferencia de Orina usando la cepa de Mus 

musculus C-57 y la caja de experimentación de dimensiones 

250x500x300mm. Este cambio fue realizado para comprobar el 

posible efecto de la cepa en los resultados, ya que se había 

encontrado la pérdida del gen para el receptor de péptidos 

formilados 3 en algunas cepas, siendo confirmada su presencia 

en la C-57 (Stempel et al., 2016).  

Orina de Macho sin Tratar vs Orina de Hembra 

En la figura siguiente encontramos representados los 

resultados del análisis de la conducta: 
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Figura 33: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho sin Tratar (en azul) en 

las fases experimentales de Habituación (Control), Exposición a 

Volátiles y Exposición a no Volátiles. La variable dependiente es 

el tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de 

error representan el error de la media. No encontramos diferencias 

significativas entre las condiciones experimentales. 

Así, los resultados de las pruebas Anova realizadas en 

nuestro diseño experimental nos arrojan unos efectos no 

significativos para los factores analizados. Así, el factor 

exposición (F2,6= 0,105; p= 0,902) y tipo de estímulo (F2,6= 0,006; 

p= 0,941) en este diseño experimental no afectan a la conducta 

de exploración de nuestra muestra. La interacción de estas 

variables sobre la VD tampoco nos aporta un resultado 

significativo (F2,6= 0,768; p= 0,493). 
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Por lo tanto, no encontramos efecto atractivo de la Orina 

de Macho no Tratado frente a la Orina de Hembra. Es decir, ni 

en los componentes volátiles ni en los componentes no volátiles 

de la Orina de Macho nuestros animales experimentales 

encuentran estimulación suficiente como para mostrar interés.  

Orina de Hembra vs Orina de Macho Tratado con LPS 

Continuamos con los experimentos de preferencia ante 

orina presentando los resultados para la VD de los animales 

expuestos a Orina de Macho Tratado y Orina de Macho sin 

Tratar. A continuación, se presentan de manera gráfica los 

resultados: 
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Figura 34: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho Tratado (en verde) en 

las fases experimentales de Habituación (Control), Exposición a 

Volátiles y Exposición a Involátiles. La variable dependiente es el 

tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de 

error representan el error de la media. Encontramos diferencias 

significativas en la condición atracción a volátiles (p= 0,017). 

Al realizar los test de normalidad para las variables de esta 

condición el test de normalidad de Kolgomorov-Smirnov nos 

arroja un resultado significativo (D10=0,324; p= 0,013) por lo que 

realizamos un test no paramétrico de la Anova de Friedman. 

Como podemos observar en la gráfica, en esta condición 

experimental sí que observamos efectos estadísticamente 

significativos (χ2
5=13,714; p= 0,018). Así, como análisis post hoc 

realizamos un test de Wilcoxon para las variables de la condición 

de volátiles, encontrando que las diferencias en el tiempo 
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pasado entre uno y otro estímulo son estadísticamente 

significativas (T=1; p= 0,017). 

En conclusión, si observamos la representación de los 

datos que ofrecemos en la gráfica, podemos decir que los 

ratones hembra prefieren encontrarse cerca del estímulo de 

Orina de Macho Tratado cuando este es presentado frente al 

estímulo de Orina de Hembra. Sin embargo, esto se da tan solo 

cuando se restringe el acceso de los sujetos experimentales a 

los componentes involátiles de ambos tipos de orina. 

Orina de Macho sin Tratar vs Orina de Macho Tratado con 

LPS 

A continuación, presentamos los últimos resultados de los 

estudios de preferencia. Primero de todo, presentaremos en el 

siguiente gráfico los resultados obtenidos:  
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Figura 35: Representación de los resultados de la condición de 

Orina de Macho sin Tratar (Azul) y Orina de Macho Tratado (Verde) 

en las fases experimentales de Habituación (Control), Exposición 

a Volátiles y Exposición a no Volátiles. La variable dependiente es 

el tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos. Las barras de 

error representan el error de la media. No encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales. 

En este caso, el factor tipo de estímulo presenta un efecto 

significativo efecto sobre la medición del tiempo cerca del 

estímulo (F1,7= 6,152; p= 0,042), aunque la VI exposición solo 

tiene una tendencia a la significación (F2,6= 4,569; p= 0,062). Sin 

embargo, no encontramos una interacción estadísticamente 

significativa (F2,6= 0,804; p= 0,491). 

Por lo tanto, pese a que la variable Tipo de Estímulo 

parece tener un efecto, las diferencias entre las medias de las 
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condiciones no son significativas. Es decir, los sujetos de nuestra 

muestra no presentan tendencia a pasar menos tiempo ante la 

Orina de Macho sin Tratar que frente a la Orina de Macho 

Tratado.  

Experimento de Activación Neuronal 

Análisis Conductual 

A continuación, vamos a describir los resultados obtenidos 

en el protocolo de activación neuronal. Así, analizaremos los 

resultados obtenidos de la conducta de los animales en la 

situación experimental; a continuación, presentaremos los 

resultados del estudio inmunohistoquímico del marcaje de la 

proteína c-Fos.  
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Figura 36: Análisis de la conducta de la exposición de los ratones 

hembra a la Orina de Macho sin Tratar (rojo) y Orina de Macho 

Tratado (verde) y de un Estímulo Neutro (gris) en las fases 

experimentales de Habituación (barras con relleno gris) y 

Exposición (barras con relleno blanco). Las barras de error 

representan el error de la media. La variable dependiente es el 

tiempo que el animal pasa cerca del estímulo en segundos (s). No 

encontramos diferencias estadísticamente significativas entre las 

condiciones experimentales. 

 

Así pues, el análisis estadístico realizado nos aporta unos 

resultados no significativos en todas las variables analizadas 

respecto de la conducta de los animales. Así, la variable 

Exposición (habituación y estimulo experimental) no tiene un 

efecto significativo (F1,18 = 0,112; p= 0,741) ni tampoco la VI tipo 

de estímulo (control, orina de macho sin tratar y orina de macho 

tratados; F2,18= 0,180; p= 0,837). No obstante, la interacción 
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que aporta un impacto significativo (F2,18= 3,946; p= 0,038), 

aunque el análisis post hoc con la rectificación de Bonferroni no 

arroja diferencias significativas. Señalar que sí encontramos 

diferencias casi significativas en la comparación del día control 

vs día exposición del grupo expuesto a orina de macho sin tratar 

(p= 0,053).  

Es decir, los datos nos indican que nuestra muestra no 

presenta significativamente mayor tendencia a explorar o 

rechazar ninguno de los estímulos de orina utilizados cuando los 

comparamos con la exploración de un estímulo neutro.  

Estudio Histológico: Marcaje de c-Fos 

Los resultados respecto del marcaje de la proteína c-Fos 

son presentados gráficamente más abajo. Los resultados de las 

pruebas de análisis de datos realizadas nos indican, respecto a 

las pruebas de requisitos paramétricos, que los grupos BOA (test 

de normalidad de Kolmogorov-Smirnov p=0,035) y VMH-DM 

(test de homogeneidad de varianzas de Levene; p= 0,035) no 

cumplen con estos criterios, por lo que se requieren de pruebas 

no paramétricas para su análisis. 
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Figura 37: Análisis del marcaje de la proteína c-Fos en el tejido de 

los ratones hembra en la fase experimental de exposición a 

Estímulo Neutro (barras con borde gris), a Orina de Macho sin 

Tratar (barras con borde rojo) y a Orina de Macho Tratado (barras 

con borde verde). Las siglas utilizadas corresponden a: BOA, capa 

de células granulares del bulbo olfativo accesorio; MePD, 

neuronas del núcleo posterodorsal de la amígdala; MePV, 

neuronas del núcleo posteroventral de la amígdala; VMH-VL, 

neuronas del núcleo Ventrolateral del Hipotálamo ventromedial; 

VMH-DM, neuronas del Hipotálamo dorsomedial del hipotálamo 

ventromedial. Las barras de error representan el error de la media. 

La variable dependiente es el número de puntos con ≥40 pixeles 

un área de 200µ2. No encontramos diferencias estadísticamente 

significativas en los núcleos analizados entre las condiciones 

experimentales. 

Así pues, en la prueba no paramétrica realizada sobre los 

grupos de la condición BOA no encontramos efectos 

significativos de la VI Tipo de Estímulo (p= 0,292) así como en 

el test no paramétrico utilizado en la condición VMH-DM (p= 
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0,744). Por otro lado, los test paramétricos realizados tampoco 

arrojan efectos significativos en el resto de condiciones 

analizadas. Así, en los núcleos de la amígdala, ni en MePD 

(F2,18= 0,487; p= 0,622) ni en MePV (F2, 17= 0,301, p= 0,744). 

Tampoco en el núcleo Ventrolateral del hipotálamo ventromedial 

encontramos un efecto significativo del tipo de orina utilizado 

sobre la VD (F2,18=0,040, p= 0,961). 

En conclusión, en nuestra muestra histológica no 

encontramos diferencias significativas en la presencia de 

marcaje sobre la proteína c-Fos utilizada para medir la activación 

neuronal según el estímulo al que los sujetos fueron 

presentados. 
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Resultados de los Estudios con Viruta  
Estudio de Viruta frente a Orina 

A continuación, presentamos de manera gráfica los 

resultados de la conducta de nuestra muestra en el experimento 

de preferencia a Viruta o a Orina. 
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Figura 38: Análisis de la conducta de la exposición de los ratones 

hembra a la Orina/Viruta de Hembra (rojo) y Orina/Viruta de Macho 

(azul) y de un Estímulo Neutro (gris claro y gris oscuro). La 

variable dependiente es el tiempo que el animal pasa cerca del 

estímulo en segundos (s). Encontramos diferencias significativas 

en las situaciones experimentales en las que se expone a los 

sujetos experimentales a viruta de macho frente a viruta de 

hembra tanto en las condiciones no- estro (p= 0,005) y casi 

significativas en estro (p= 0,086). Además, existen diferencias 

significativas entre los estímulos de Orina vs Viruta (p= 0,0001) y 

entre la fase control y la experimental (p= 0,0001; no mostrados). 

No encontramos diferencias significativas en los test con estímulo 

de orina.  
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Las pruebas de análisis realizados encuentran que la 

variable estímulo (neutro o experimental) nos arroja resultados 

significativos (F1, 17=25,898; p= 0,0001) así como la variable tipo 

de substrato (orina; viruta; F1,17= 23,707; p= 0,0001). Sin 

embargo, la variable ciclo estral no muestra efectos significativos 

(F1,17= 1,152; p= 0,298), así como interacción con las variables 

anteriores. Por otro lado, la variable sexo del donante del 

estímulo muestra efectos significativos (F1,17= 4,592; p= 0,047), 

siendo significativo además el efecto de la interacción de estas 

variables sobre el tiempo que pasan cerca del estímulo durante 

la situación experimental (F1,17= 4,484; p= 0,049). 

 Por otro lado, la comparación de medias con la corrección 

de Bonferroni muestra que los ratones hembra de nuestra 

muestra prefieren de manera significativa explorar la viruta sucia 

de macho frente a la viruta sucia de hembra (F1,17= 11,966; p= 

0,003), siendo solo estadísticamente significativo en el grupo no- 

Estro (F1,17= 10,500; p= 0,005) y con tendencia a la significación 

en el Estro (F1,17= 3,323; p= 0,086).  

Finalmente, no fueron encontradas diferencias en la 

exploración de los estímulos de orina de macho y orina de 

hembra independientemente de la fase estral.  
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En conclusión, los ratones de nuestra muestra tienden a 

pasar más tiempo cerca de la viruta de macho que de la orina de 

macho. Además, encontramos una tendencia estadística a que 

esto sea independiente de la fase del ciclo estral en la que se 

encuentra el sujeto.  

Darcina vs Péptidos Formilados 

A continuación, presentamos de forma gráfica los 

resultados de la VD del experimento en el que usamos D y PF 

como estímulos experimentales.  

 

Figura 39: Análisis de la conducta de la exposición de los ratones 

hembra a Darcina (rojo) y Péptidos Formilados (verde) y a 

Estímulo Neutro (gris). Se presentan las ratios respecto al 

estímulo neutro frente al que fueron presentados de tal manera 

que si el sujeto experimental pasa más tiempo cerca del estímulo 

el resultado será >1. Las barras de error representan el error de la 

media. La variable dependiente es el tiempo que el animal pasa 
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cerca del estímulo en segundos (s). No encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales. 

Respecto a los resultados de las pruebas de análisis de 

datos utilizadas, no encontramos efecto significativo de la 

variable Estímulo sobre la VD (F2,8= 0,548; p= 0,760). Por lo 

tanto, no existen diferencias en el tiempo en el que pasan junto 

a ninguno de los estímulos experimentales presentados.  
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Estudio de Viruta de Animal Tratado con LPS I 

A continuación, presentamos de manera gráfica los 

resultados del análisis de la conducta de los sujetos de nuestra 

muestra ante la viruta sucia durante cuatro horas por ratones 

macho tratados y sin tratar con LPS. Al comprobar, en el 

experimento de viruta vs orina, que la viruta tuvo efectos en la 

conducta estadísticamente significativos decidimos intentar lo 

mismo respecto a las señales de enfermedad y la conducta de 

evitación.  

 

Figura 40: Análisis de la conducta de la exposición de los ratones 

hembra a Viruta de Macho no Tratado (rojo), a Viruta de Macho 

Tratado con LPS (verde) y a Estímulo Neutro (gris). Se presentan 

las ratios respecto al estímulo neutro frente al que fueron 

presentados de tal manera que si el sujeto experimental pasa más 

tiempo cerca del estímulo el resultado será >1. Las barras de error 
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representan el error estándar de la media. La variable dependiente 

es el tiempo que el animal pasa cerca del estímulo en segundos 

(s). No encontramos diferencias estadísticamente significativas 

entre las condiciones experimentales. 

Los resultados de la Anova de medidas repetidas arrojan 

resultados no significativos sobre el efecto de la VI sobre el 

tiempo que los animales de nuestra muestra pasan cerca de los 

estímulos (F2,8= 0,390; p= 0,689). Estos resultados indican que 

los ratones hembra de la muestra no prefieren estar más tiempo 

en el área con la viruta sucia de ratón macho sin tratar respecto 

al área con la viruta sucia de macho tratado con LPS. 

Estudio de Viruta de Animal Tratado con LPS II 

En el segundo experimento con viruta decidimos aumentar 

el tiempo que el animal tratado con LPS pasa ensuciando la 

viruta, dado que se ha descrito que a las 12 horas de haber 

recibido la inyección los machos tratados con LPS muestran una 

reducción significativa en la expresión genética en el hígado de 

D y en los niveles de testosterona en el plasma sanguíneo 

(Lopes & König, 2016). Además, decidimos usar en la muestra 

tanto machos como hembras con la finalidad de comparar 

nuestros resultados con los obtenidos por Boillat et al. (2015) en 
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su muestra de machos usando el modelo de LPS. Los resultados 

obtenidos se muestran en la Figura 41. 

 

Figura 41: Análisis de la conducta de la exposición de los ratones 

hembra y macho a Viruta de Macho Tratado con LPS (en verde), a 

Macho sin Tratar (en rojo) y a Estímulo Neutro (en gris). Se 

presentan las ratios respecto al estímulo neutro frente al estímulo 

experimental al que fueron presentados de tal manera que si el 

sujeto experimental pasa más tiempo cerca del estímulo no neutro 

el resultado será >1. Las barras de error representan el error de la 

media. No encontramos efectos estadísticamente significativos. 

Respecto a los resultados de las pruebas estadísticas 

utilizadas, encontramos que la VI intrasujetos día de exposición 

(habituación; viruta manchada) no tiene un efecto significativo 

sobre el tiempo que nuestra muestra explora los estímulos 

(F1,9=3,397; p= 0,098). La interacción de esta variable con las 

variables entresujetos Sexo (F1,9=0,065; p= 0,804) y estímulo 
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(viruta de macho tratado con LPS; viruta de macho no tratado; 

F1,9=0,835; p= 0,385) y la interacción entre estas tres 

(F1,9=0,737; p= 0,413) nos arrojan asimismo efectos no 

significativos sobre los resultados del análisis de la conducta.  

Además, las pruebas sobre los efectos de las VI 

entresujetos también nos proporcionan resultados con efectos 

no significativos. Así, el sexo de la muestra experimental (F1,9= 

0,741; p= 0,412) y el estímulo (F1,9= 1,143; p= 0,313), así como 

su interacción (F1,9= 3,606; p= 0,090) no tienen una influencia 

suficiente sobre la muestra como para alterar su conducta.  

Concluimos que nuestra muestra no ha explorado de 

manera diferenciada los estímulos presentados. Este hecho 

ocurre independientemente del sexo del sujeto. 
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Resultados del Experimento con 

Animal anestesiado  

En el experimento en el que fueron utilizados animales 

anestesiados tratados o no con LPS como estímulo 

intentábamos comparar los resultados utilizando el mismo 

modelo que Boillat y su equipo utilizó en su artículo de 2015. 

Además, fue mantenida una muestra con ratones hembra y 

macho para, como en el experimento anterior, poder comparar 

nuestro experimento con el anteriormente mencionado. En la 

Figura 42 presentamos de manera gráfica los resultados:  

 

Figura 42: Análisis de la conducta de la exposición de ratones 

hembra y macho a los animales anestesiados. Se presentan las 

ratios de tal manera que si el sujeto experimental pasa más tiempo 

cerca del animal anestesiado tratado con LPS el resultado será >1. 

Las barras de error representan el error de la media. La variable 
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dependiente es el tiempo que el animal pasa cerca del estímulo en 

segundos. No encontramos diferencias estadísticamente 

significativas entre las condiciones experimentales. 

Así, las pruebas realizadas de análisis de datos nos 

arrojan resultados no significativos. Ni la VI sexo (F1,10= 0,001; 

p= 0,976), ni la variable exposición (F1,10= 0,288; p= 0,603) ni la 

interacción entre ambas (F1,10= 0,776; p= 0,399) poseen un 

efecto estadístico sobre la medición realizada de la conducta de 

los animales de nuestra muestra. 

Por lo tanto, un animal anestesiado con señales de 

enfermedad no ha sido estímulo suficiente como para provocar 

una respuesta conductual significativa al compararlo con un 

espécimen control de la misma especie.   
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Discusión: 

En la siguiente discusión comenzaremos por comentar los 

aspectos técnicos de los experimentos realizados dividiéndolos 

en cuatro apartados: experimentos con orina, experimentos con 

viruta, experimento con animal anestesiado y experimento de D 

y PF. Haremos un resumen de los resultados obtenidos y 

realizaremos una interpretación de los mismos teniendo en 

cuenta las hipótesis descritas en la introducción.  

Finalmente, en un subapartado de conclusiones y 

discusión, discutiremos las limitaciones de la metodología 

utilizada y pondremos en contexto nuestros resultados respecto 

a la literatura publicada hasta el momento. En estos últimos 

apartados daremos una visión de conjunto de cómo colocar 

nuestras conclusiones en el estado de la cuestión sobre 

comportamientos de evitación de enfermedad y el denominado 

“Sistema Inmune Conductual”. 
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Experimentos con Orina 

Hemos realizado un total de cuatro procedimientos usando 

como estímulo orina de especímenes Mus musculus. En tres de 

ellos la lógica experimental se repite, id est, usamos un test de 

preferencia para comprobar el efecto de los componentes 

volátiles y no volátiles de la orina de macho tratado a LPS, la 

orina de macho no tratado con LPS y la orina de hembra. Los 

estímulos fueron enfrentados formando tres condiciones donde 

dos de ellos serían colocados en lados opuestos de la caja de 

experimentación. Así, en grupos de ocho a diez ratones hembra, 

fue medida la localización de estas al colocarlas en la caja 

experimental y exponerlas, según la condición experimental, a 

los estímulos. Las condiciones experimentales, recordamos, 

consistieron en: 1) en orina de hembra vs orina de macho sin 

tratar; 2) orina de hembra vs orina de macho tratado; y 3) 

orina de macho sin tratar vs orina de macho tratado. 

Finalmente, en el cuarto experimento, realizamos un 

procedimiento para medir la activación neuronal mediante el 

marcaje de la proteína c-Fos. Para ello, a un total de 21 

especímenes hembra Mus musculus les fue presentado 
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únicamente uno de los siguientes estímulos durante 300s (5 

min): solución salina; orina de macho sin tratar; orina de macho 

tratado. Posteriormente fue realizado el sacrificio de los animales 

de la muestra y el tratamiento del tejido con inmunohistoquímica.  

Interpretación de los Resultados 

Para discutir los resultados obtenidos partiremos de las 

hipótesis experimentales comentadas al inicio de esta parte de 

la tesis. Así pues, la fórmula que resume la primera hipótesis de 

estos procedimientos es:  

 

es decir, el tiempo en que nuestros animales pasan cerca de los 

componentes no volátiles de la orina de macho no tratado con 

LPS será mayor que el tiempo que pasan cerca de los 

componentes no volátiles de la orina de hembra.  

Respecto a los resultados para comprobar esta hipótesis, 

no encontramos en ninguno de los tres experimentos realizados 

diferencias estadísticamente significativas en los tiempos de 

1.    T(noV)♂noT > T(noV)♀ 
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preferencia de nuestra muestra que nos confirmen el 

cumplimiento de esta hipótesis. Por lo tanto, nuestros resultados 

concluyen que los ratones hembras expuestos a la condición de 

acceso a los estímulos no volátiles no muestran una atracción 

hacia estos componentes en la orina de macho sin tratar.  

Este resultado contradice otros estudios presentes en la 

literatura que muestran la atracción que las hembras Mus 

musculus muestran hacia los estímulos de macho (Moncho-

Bogani et al., 2002, 2004; McCarthy et al., 2018; Nomoto y Lima, 

2015; Drickamer, 1989; Mossman y Drickamer, 1996). Sin 

embargo, es un resultado consistente en los tres experimentos 

de preferencia realizados, replicando el mismo diseño 

experimental con pequeños cambios en el contexto experimental 

en cada uno de ellos. Por ejemplo, los experimentadores fueron 

distintos en los tres, aunque en todos los casos se siguieron 

pautas de manejo (handling) de los animales que redujeran al 

máximo las fuentes de ansiedad que pudieran alterar los 

resultados (Hurst y West, 2010). Las cajas experimentales 

fueron distintas en los experimentos primero y tercero (250mm x 

500mm x 300mm) respecto al segundo (150mm x 895mm x 

300mm).  
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Finalmente, al respecto de la atracción por orina de macho, 

en nuestro experimento de activación neuronal mediante 

marcaje de la proteína c-Fos tampoco encontramos evidencia 

estadísticamente significativa en el comportamiento de los 

animales que indique atracción hacía la misma. La hipótesis de 

trabajo formulada fue la siguiente:  

 

significando que el tiempo cerca de la orina de macho no tratado 

será superior al tiempo cerca de la orina de macho tratado y del 

estímulo neutro. Así, la hipótesis de trabajo en este experimento 

referida a la capacidad de la orina de macho de provocar 

atracción no puede ser corroborada por los datos. Por lo tanto, 

podemos concluir la existencia de una relación más compleja de 

lo que la literatura pueda llegar a aparentar respecto a la 

atracción de que provocan las quimioseñales presentes en la 

orina de ratón macho. Otros factores deberían de ser estudiados 

a este respecto.  

La segunda hipótesis experimental con la que trabajamos 

en los estudios de preferencia la hemos formulado como sigue:  

6.  T♂noT > [ T♂siT  & TN ] 
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indicando esta fórmula que los animales de la muestra 

exploraran lo mismo o menos los componentes no volátiles de la 

orina de macho tratado con LPS respecto a la orina de hembra. 

Así pues, los datos de todos los experimentos mantienen la 

hipótesis de igualdad en la condición de partículas no volátiles 

de la orina, proporcionando evidencia estadística para la 

hipótesis. Sin embargo, esta hipótesis de partida fue construida 

a condición de la veracidad de la primera, anteriormente 

expuesta, en la que se esperaba un efecto atractivo innato de 

los componentes no volátiles de la orina de macho sin tratar. Por 

lo tanto, para demostrar la capacidad de reducir la atracción o 

provocar un comportamiento de evitación en especímenes 

hembra Mus musculus ante señales de enfermedad, los 

componentes no volátiles de la orina de macho tratado con LPS 

deberían de ser menos explorados que los componentes no 

volátiles de la orina de hembra.   

Concluimos por lo tanto que la hipótesis no ha sido 

cumplida al no encontrar evidencia estadística de que los 

componentes no volátiles provoquen esta conducta de evitación 

2.   T(noV)♂siT   ≤   T(noV)♀ 
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a patógenos descrita como dependiente del OVN en la literatura 

(Boillat et al., 2015) y encontrada con diferentes modelos para 

provocar un estado de infección (Penn et al., 1998; Lanuza et al., 

2014; Kavaliers y Colwell, 1995a; 1995b; Kavaliers et al., 2003; 

Kavaliers, Colwell y Choleris, 1998; Arakawa, Cruz y Deak, 2011; 

Kavaliers y Choleris, 2018; Kavaliers, Ossenkopp y Choleris, 

2020; Ehman y Scott, 2001; 2002). Además, complementando 

este resultado nos encontramos con los resultados del 

experimento de activación neuronal con orina de ratón. Para 

este experimento la hipótesis experimental referida a la orina de 

macho tratado con LPS fue:  

 

 es decir, los ratones hembra de nuestra muestra pasarán igual 

o menos tiempo cerca de la orina de macho tratado con LPS que 

del estímulo neutro (i. e. solución salina). Sin embargo, esta 

hipótesis es dependiente de la hipótesis explicada anteriormente 

sobre la orina de macho sin tratar, sugiriendo que nos 

encontramos en la misma situación. Así pues, los datos 

obtenidos en el análisis conductual nos llevan a concluir que la 

7. T♂siT   ≤   TN 
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hipótesis nula es confirmada al no haber efectos significativos en 

las variables conductuales.  

Concluimos, por lo tanto, que la orina de macho tratado 

con LPS no posee la capacidad de activar el denominado 

sistema inmune conductual (Schaller, 2011; Schaller y Park, 

2011; Kavaliers et al., 2020). Esta condición se repite tanto en 

experimentos de preferencia como en experimentos en los que 

se compara la conducta frente a un solo estímulo.  

Además, este resultado parece ser independiente de la 

cepa de Mus musculus que utilicemos para realizar el 

experimento. Los RPF encargados de la detección de péptidos 

formilados derivados de bacterias en ratones (Rivière et al., 

2009) y la presencia de receptores de esta familia en el OVN 

sugiere que estos se encargan de la detección de quimioseñales 

de enfermedad (Liberles et al., 2009). Boillat y su equipo (2015) 

realizaron una serie de experimentos en los que señalaban al 

OVN como centro sensorial clave para la evaluación y puesta en 

marcha de conductas de evitación de conespecíficos con 

enfermedad en un modelo usando LPS. Sin embargo, nosotros 

no hemos encontrado este efecto cuando hemos permido a 
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nuestros ratones el acceso tanto a volátiles como a no volátiles 

de orina de macho tratado con LPS.  

La siguiente hipótesis de trabajo que formulamos para los 

experimentos de preferencia de orina fue la siguiente:   

 

transcribiendo la formulación simbólica de la hipótesis, el tiempo 

que los ratones pasarán cerca de los componentes no volátiles 

de la orina de macho tratado con LPS será menor respecto el 

tiempo que pasarán cerca de los componentes no volátiles de la 

orina de macho no tratado.  

Esta hipótesis parte de la premisa de la veracidad de la 

primera. Al ser atractivos los componentes no volátiles de la 

orina de macho no tratado la orina de macho tratado con LPS 

debería de ser evitada por los ratones hembra de nuestra 

muestra. Estas dos ideas se extraen directamente de los 

artículos antes citados que han pasado los criterios de revisión 

por pares para ser publicados. Sin embargo, no hemos 

encontrado evidencia a este respecto en nuestros experimentos 

con orina, proporcionando estos, a nuestro parecer, una sólida 

3. T(noV)♂siT   <   T(noV)♂noT 
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base para negar la veracidad de estas ideas respecto a la 

capacidad feromonal de las quimioseñales de enfermedad y 

atractivas que hipotéticamente tiene la orina de macho Mus 

musculus para las hembras de esta especie, al menos en 

nuestras condiciones experimentales. 

La cuarta y la quinta hipótesis de los estudios con orina 

fueron las siguientes:  

  

es decir, nosotros hipotetizamos para los tres experimentos de 

orina en la fase de exposición solo a volátiles que: (4) el tiempo 

que los sujetos de nuestra muestra pasarán cerca de los volátiles 

de macho no tratado con LPS será igual al tiempo que pasarán 

cerca de los volátiles de macho tratado; y (5) El tiempo que 

pasarán cerca de los volátiles de la orina de macho (tratado y sin 

tratar con LPS) será mayor que el tiempo que estos pasarán 

cerca de la orina de hembra.  

4. T(V)♂noT = T(V)♂siT 

y 

5. [T(V)♂noT & T(V)♂siT] > T(V)♀ 



 Parte II: Estudios con el Modelo de LPS  

177 
 

La primera hipótesis deriva de los estudios que concluyen 

la existencia de RPF en el órgano vomeronasal (Liberles et al., 

2009; Rivière et al., 2009) y la dependencia del buen 

funcionamiento de este para el desarrollo de la conducta de 

evitación de congéneres con enfermedad (Boillat et al., 2015) 

sugiriendo este hecho que es necesaria la acción del OVN (es 

decir, es necesario que los receptores sensitivos entren en 

contacto con los componentes no volátiles de la orina) para 

generar la conducta de evitación ante enfermedad. Por otro lado, 

teniendo en cuenta el carácter aprendido de la tendencia a 

explorar los componentes volátiles de la viruta de macho 

(Moncho-Bogani et al., 2002) y que los ratones hembra de 

nuestra muestra han estado previamente en contacto con 

machos de su misma especie durante su estabulación en la casa 

de crianza (Janvier), desarrollamos la quinta hipótesis en la que 

comprendíamos que los componentes volátiles de la orina 

provocarían que nuestra muestra estuviese más tiempo en la 

zona de los volatines de macho que en los de hembra.  

Los resultados obtenidos en nuestras pruebas no dan 

apoyo empírico a ninguna de las dos hipótesis. Para la 

comprobación de la cuarta hipótesis podemos observar que 
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pese a que en la condición experimental donde se usan los 

estímulos de orina de macho tratado frente a la orina de macho 

sin tratar la hipótesis nula no se rechaza (i.d., indicando que los 

sujetos pasan tiempos similares en los dos estímulos), si 

miramos las otras dos condiciones experimentales encontramos 

datos que lo matizan.  

Así pues, en la condición experimental en la que se 

enfrentan la orina de hembra con la orina de macho sin tratar no 

encontramos preferencia en la condición en la que solo se 

permite el acceso a volátiles. Esto, aparte de negar la quinta 

hipótesis presentada (id est, los componentes volátiles de la 

orina de macho no son explorados más que los componentes 

volátiles de la orina de hembra), en conjunto con el resultado que 

muestra que los ratones hembra pasan de forma 

estadísticamente significativa mayor tiempo cerca de los 

componentes volátiles de orina de macho tratado al ser 

enfrentados a los mismos componentes de la orina de hembra, 

nos muestran una desigualdad en la capacidad de motivar la 

presencia de hembras cerca de los componentes volátiles según 

el tratamiento recibido por los machos. Es decir, la cuarta 

hipótesis queda rechazada al no ser experimentalmente iguales 
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los componentes volátiles de los dos tipos de orina de ratón 

macho.  

A continuación, discutiremos las hipótesis referidas al 

estudio de la activación neuronal mediante el marcaje de la 

proteína c-Fos. La fórmula de la primera de ellas es la siguiente:  

 

es decir, el número de células marcadas en la capa granular de 

BOA del grupo expuesto a estímulo neutro será menor que en 

número de células las marcadas en los grupos expuestos a 

orina. Esperamos, por lo tanto, una activación en esta región 

ante las quimioseñales no volátiles presentes en la orina de ratón 

macho ya que las células granulares del BOA tienen una función 

inhibitoria sobre las mitrales, activándose las primeras en 

respuesta a la activación de las últimas para ejercer un control 

local en el bulbo de la información sensorial (Balu, Pressler y 

Strowbridge, 2007; Chen et al., 2000; 2002; Mori, 1999). El BOA 

recibe conexiones directas del OVN (Spehr et al., 2006), que 

como explicamos en el apartado de la introducción es encargado 

de detectar las señales químicas presentes en el ambiente de 

8. A(BOA) N < [A(BOA)♂siT & A(BOA)♂noT] 
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carácter no volátil (Chamero et al., 2012; Døving y Trotier, 1998) 

y es importante para el desarrollo de conductas sexuales típicas 

de hembras en ratones (Kimchi, Xu y Dulac, 2007; Pankevich, 

Baum y Cherry, 2004).  

Como podemos observar en los resultados expuestos 

anteriormente, no encontramos diferencias significativas en el 

marcaje neuronal entre los diferentes grupos experimentales. Es 

decir, los resultados no nos permiten apoyar la hipótesis de 

partida, ya que nuestros resultados indican que la activación 

neuronal es independiente del estímulo presentado ya que no 

existen diferencias significativas en el marcaje de la proteína c-

Fos de este núcleo.  

La siguiente hipótesis referida a la neuroanatomía de los 

circuitos referidos a las conductas aversivas se centra en los 

núcleos posteroventral de la amígdala medial y al dorsomedial 

del hipotálamo ventromedial. La fórmula es la siguiente:  

 

9.                   A(MePV/VMHDM)♂siT   > 

 [A(MePV/VMHDM)♂noT  &  A(MePV/VMHDM)N] 
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esto es, habrá un mayor número de células marcadas en los 

núcleos estudiados relacionados con conductas aversivas en el 

grupo expuesto a orina de macho tratado con LPS que los 

grupos no expuestos a esta orina. Esta hipótesis tiene su 

fundamento en la proyección del MePV con el VMHDM y la 

implicación de ambos ante la exposición a estímulos que 

señalan una amenaza hacia la supervivencia del animal (Choi et 

al., 2005; Silva et al., 2013; Perez-Gómez et al., 2015; Pardo-

Bellver et al., 2012). Sin embargo, no encontramos diferencias 

estadísticamente significativas en el marcaje de c-Fos en estos 

núcleos, siendo esta bastante similar entre los ratones hembra 

expuestos a estímulo neutro, orina de macho tratado y orina de 

macho sin tratar. Concluimos que la evidencia obtenida no nos 

permite apoyar la hipótesis anteriormente formulada, 

confirmando por lo tanto la hipótesis nula al no encontrarse 

afectado el marcaje de estos núcleos por el tipo de estímulo 

empleado 

La última hipótesis de los experimentos usando como 

estímulo orina de ratón fue:  
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queriendo expresar con esta fórmula que las preparaciones 

histológicas de los animales hembra expuestos a orina de macho 

sin tratar presentarán un mayor conteo de células marcadas en 

los núcleos relacionados con conductas apetitivas que los 

expuestos a estímulo neutro y a orina de macho tratado con LPS. 

Como se comentó en el apartado de la introducción, el MePD se 

relaciona con conductas reproductivas (Choi et al., 2005; Wu y 

Tollkuhn, 2017; Fujiwara, Nitta y Chiba, 2016; Hosokawa & 

Chiba, 2010) y el VMH-VL posee un papel en el desarrollo de las 

conductas sexuales de las hembras (Blaustein, 2008; Flanagan-

Cato, 2011). No obstante, nuestros resultados no aportan apoyo 

empírico a la hipótesis anterior al no existir diferencias 

significativas entre los grupos experimentales en ninguno de los 

núcleos referentes a esta hipótesis.  

En conclusión, respecto al experimento de activación 

neuronal, el estudio inmunohistoquímico se corresponde con 

los resultados obtenidos en el estudio conductual. Al no haber 

obtenido diferencias significativas entre los grupos cabía esperar 

  10.                  A(MePD/VMHVL)♂noT  > 

 [A(MePD/VMHVL)♂siT & A(MePD/VMHVL)N] 
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encontrarnos con resultados similares al comprobar los efectos 

de las variables independientes sobre los datos del conteo de 

marcaje neuronal.  

Conclusiones y Discusión 

En general, nuestros estudios de orina de Mus musculus 

suponen a nuestro parecer una evidencia empírica sólida que 

desmonta los resultados obtenidos en la literatura que han 

generado las hipótesis antes construidas, al menos en lo referido 

al uso de orina como estímulo motivador de conductas de 

atracción o de evitación de enfermos con enfermedad. Los 

primeros tres protocolos presentados evalúan en un test de 

preferencia como las hembras reaccionan ante los componentes 

volátiles y no volátiles de la orina. Nuestros sujetos, en los tres 

experimentos, no encuentran más atractiva la orina de macho 

sin tratar respecto a los estímulos presentados como rivales en 

el test de preferencia pese a contener esta las proteínas 

urinarias mayores que provocan según la literatura atracción, 

incluidas entre ellas la D (Hurst y Beynon, 2004; Roberts et al., 

2010; 2012). En el caso de nuestra orina, constatamos mediante 

una electroforesis la presencia de proteínas en el rango de la D 
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en las orinas de macho no tratado con LPS y macho tratado 

utilizadas, como nuestro equipo había realizado anteriormente 

en un artículo publicado con un modelo de enfermedad con 

Aspiculuris tetraptera (Lanuza et al., 2014). A su vez, esta 

prueba mostró la ausencia de la banda correspondiente a la D 

en la orina de hembras. Por lo tanto, no parece probable que 

exista un problema en la capacidad de la orina utilizada en los 

experimentos presentados en esta tesis para provocar atracción.  

Por otro lado, tampoco hemos encontrado el 

comportamiento de evitación a señales de enfermedad en 

ninguno de los tres experimentos realizados en la condición de 

exposición a no volátiles. Consideramos que este estudio 

presenta evidencia sólida de que la orina extraída a las cuatro 

horas después de la inyección de LPS no es suficiente para 

provocar respuestas de evitación en ratones hembra. Este hecho 

se repite en dos cepas (CD1 y C-57), comprobando así que este 

resultado no ha sido debido a la pérdida del gen que codifica el 

receptor de patógenos Fpr3 (Stempel et al., 2016).  

Al respecto de los componentes volátiles encontramos 

como resultado significativo en los tres experimentos (cercano a 

la significación en el primero, pero significativo en los otros dos) 
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una tendencia a pasar más tiempo en cerca de los componentes 

volátiles de la orina de macho LPS al enfrentarla con los 

componentes volátiles de la orina de hembra en el test de 

preferencia, pero no al enfrentar macho sano con macho tratado 

con LPS. Explicamos este hecho basándonos en componentes 

volátiles novedosos que puedan atraer la atención de manera 

continuada de nuestra muestra. Los sujetos hembra de nuestra 

muestra fueron estabulados cerca de machos adultos antes de 

ser enviadas a nuestro laboratorio de experimentación en la 

Universidad de Valencia, haciendo que éstas adquiriesen 

experiencia con la orina de macho sin tratar. Sin embargo, los 

volátiles de la orina de macho tratado con LPS representan una 

novedad para ellos al nunca haber sido expuestos a ellos. Ante 

esta explicación, no obstante, surge la observación de que esta 

tendencia a estar cerca de los componentes no volátiles de la 

orina de macho tratado con LPS desaparece cuando estos son 

enfrentados en el test de preferencia a los mismos componentes 

de la orina de macho sin tratar. Además, los componentes 

volátiles de esta última orina no tienen la capacidad de generar 

atracción al enfrentarlos con orina de hembra, dando a entender 

de que estos carecen del poder de atraer la exploración en 
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nuestra muestra. De hecho, se ha demostrado que los 

componentes volátiles de la orina de ratón macho solo son 

atractivos después de aprender el patrón el patrón individual de 

estos después de haber entrado en contacto directo con la orina 

(Roberts et al., 2018). Por lo tanto, para que los ratones hembra 

de nuestra muestra presenten atracción por estos volátiles 

deberían de haber estado en contacto con los mismos machos 

en la casa de cría. Esta convivencia resulta poco probable, por 

lo que este hecho repetido en los tres experimentos permanece 

aún por explicar.  

Todo lo comentado anteriormente queda reforzado por la 

fase conductual y el estudio de la expresión de c-Fos realizado 

sobre orina de macho tratado y sin tratar con LPS ya que las 

hipótesis de ambos experimentos se entrelazan como hemos 

visto en el apartado anterior. 

Finalmente, comentar que uno de las limitaciones de este 

estudio puede haber sido la falta de control sobre el ciclo estral 

de los sujetos experimentales. En un estudio previo nuestro 

equipo mostró que independientemente de las hormonas del 

ciclo estral los ratones hembra mostraban preferencia por viruta 

de macho Mus musculus (Moncho-Bogani et al., 2004; 2002).  
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Nomoto y Lima (2015), por su parte, encontraron que ratones 

hembra preferían hacer contacto nasal con machos en vez de 

con hembras independientemente de si estaban en estro o en 

diestro. Sin embargo, existen otros estudios en la literatura que 

han encontrado un efecto de las hormonas gonadales en las 

conductas de atracción hacia estímulos de macho en roedores 

(e.g.: McArthy et al., 2018; Xiao et al., 2004). Así pues, para 

comprobar si los resultados se debían a que nuestros ratones 

hembra no se encontraban en la fase de estro, diseñamos el 

siguiente experimento. 

Experimentos con Viruta 

El primero de los experimentos realizados, como ya 

adelantamos en el apartado anterior fue el experimento de 

viruta vs orina/estro vs no estro. En éste separamos una 

muestra de 24 sujetos hembra Mus musculus de la cepa C-57 

en cuatro grupos:  
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Orina Viruta 

Estro n1= 8 n2= 8 

No Estro n3= 8 n4= 8 

Tabla 12: Muestra de la distribución de la muestra (N=24) en los 

cuatro grupos experimentales (n=8) extraído de diseños 2x2 con 

las variables experimentales tipo de estímulo (viruta vs orina) y 

fase del ciclo estral (estro vs no estro). 

Para provocar el inicio de la fase estral utilizamos el 

método usado por Roberts y su equipo (2010) aprovechando el 

efecto Whitten de las feromonas de ratón macho (Whitten, 1956). 

El test de preferencia consistió en la colocación de estímulo de 

macho en un lado de la caja de experimentación (250mm x 

500mm x 300mm) enfrentada a estímulo de hembra colocada en 

el contrario.   

En el siguiente experimento de viruta usamos como 

estímulo viruta ensuciada por un macho tratado con LPS 

durante 4 horas. La muestra consistió en diez ratones hembras 

que fueron expuestas en tres ensayos distintos a viruta limpia vs 

viruta limpia; viruta limpia vs viruta de macho tratado con LPS; y 

viruta limpia vs viruta de macho no tratado. 
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Finalmente, el mismo diseño experimental que en el 

procedimiento anterior fue repetido en el siguiente protocolo de 

viruta de macho tratado con LPS durante 12 horas. Las 

diferencias entre estos radican en que la muestra de 16 ratones 

la mitad eran hembras y la otra mitad machos y, por otro lado, el 

tiempo en que los machos tratados con LPS estuvieron en 

contacto con la viruta usada de estímulo fue de doce horas.  

Interpretación de los Resultados 

Como en el apartado anterior, para discutir los resultados 

obtenidos utilizaremos la formulación de las hipótesis 

experimentales realizadas para cada uno de los procedimientos. 

Así, en el procedimiento de viruta vs orina/estro vs no estro, 

la primera hipótesis formulada es: 

 

es decir, el tiempo que los animales de nuestra muestra se 

encuentran cerca de él estímulo de viruta será estadísticamente 

mayor que el tiempo que exploran el estímulo de orina. Como 

podemos observar en los resultados, los datos nos aportan 

11.                     T(Vr) > T(Or) 



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

190 
 

diferencias estadísticamente significativas para dar confirmación 

empírica a la hipótesis. Así, en este protocolo experimental 

nuestros ratones hembra han encontrado más interesante de 

explorar, en general, el estímulo de viruta manchada que la orina 

de Mus musculus. Este resultado puede deberse a una mayor 

abundancia de quimioseñales presentes en la viruta manchada, 

ya que ésta ha estado en contacto con los animales durante 

varios días y contiene secreciones y excreciones que van más 

allá de la orina.  

Por otro lado, presentamos a continuación la siguiente 

hipótesis de trabajo:  

 

 

esto es, el tiempo en que los sujetos de nuestra muestra estarán 

cerca de los estímulos será igual en los grupos en los que hemos 

provocado el estro como en los que no. El análisis estadístico de 

los datos nos aporta evidencia contraria a la afirmación de esta 

hipótesis, al ser únicamente el grupo no expuesto a viruta de 

macho en la caja de estabulación para provocar su entrada en 

12.                     T(E) = T(noE) 
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estro los que presentan diferencias estadísticamente 

significativas entre la exploración de la viruta de hembra frente a 

la viruta de macho. Sin embargo, cabe comentar que la 

exploración del grupo Estro/Viruta da resultados casi 

significativos, con unas marcadas diferencias en la exploración, 

aunque no lleguen a pasar el criterio de α= 0.05, siendo este 

resultado contradictorio con lo encontrado por parte de la 

bibliografía. Por otro lado, los resultados respecto a los estímulos 

de orina sí que otorgarían evidencia positiva para esta hipótesis, 

dando a entender que la exploración de la orina no se ve 

afectada por el estado en el ciclo estral de los ratones hembra.  

Comentaremos las siguientes dos hipótesis del estudio 

con viruta y orina simultáneamente. Estas fueron formuladas 

como sigue:  

 

Id est, (13) el tiempo en que nuestra muestra pasará cerca del 

estímulo de viruta ensuciada por un macho será mayor el tiempo 

que pasarán cerca de la viruta ensuciada por una hembra y (14) 

13.                 T(Vr)♂ > T(Vr)♀ 

& 

14.                 T(Or)♂ > T(Or)♀ 
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el tiempo que nuestros ratones pasarán cerca de la orina de 

macho será mayor que el tiempo que pasarán cerca de la orina 

de hembra. En este caso encontramos resultados 

estadísticamente significativos en los grupos expuestos a viruta, 

dando evidencia a la formulación de la hipótesis 13 de que las 

señales que posee la viruta de macho inducen más a la 

exploración que la viruta de hembra, como ya encontramos en 

estudios anteriores en nuestro laboratorio (Moncho-Bogani et al., 

2002, 2004). Por otro lado, no encontramos evidencia para la 

hipótesis 13 al confirmar las herramientas estadísticas utilizadas 

la hipótesis de igualdad entre el tiempo que pasan los animales 

de nuestra muestra cerca de la orina de hembra y la orina de 

macho, contradiciendo algunos estudios de la literatura. 

El siguiente experimento de viruta que realizamos fue el 

experimento con viruta de macho tratado con LPS durante 

4 horas. Sin embargo, debido a la similitud de las hipótesis 

formuladas hablaremos simultáneamente de la hipótesis 19 del 

experimento con viruta de macho tratado durante 12 horas. 

Así, las primeras hipótesis fueron formuladas como sigue:  
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esto es, el tiempo que las ratonas hembra de nuestra muestra 

estarán cerca de la viruta de macho no tratado con LPS será 

superior al tiempo que pasarán cerca de la viruta manchada por 

un macho tratado con LPS durante cuatro horas (hipótesis 17) y 

durante 12 horas (hipótesis 19). Los resultados ofrecen 

evidencia contraria a las ambas hipótesis, no siendo 

significativos los efectos de las variables estudiadas a este 

respecto. Así, los animales de ambas muestras no muestran 

preferencia hacia la viruta de macho sin tratar respecto al 

estímulo neutro o la viruta de macho tratado. Este resultado 

contradice lo establecido en la literatura sobre atracción a 

estímulos de ratón macho por parte de hembras (Moncho-

Bogani et al., 2002, 2004; McCarthy et al., 2018; Nomoto y Lima, 

2015; Drickamer, 1989; Mossman y Drickamer, 1996) así como 

nuestro experimento anteriormente expuesto. De hecho, si nos 

fijamos en la estadística descriptiva de ambos experimentos 

encontramos que las medias de las ratios en las condiciones de 

17.                  T♂noT > T♂siT & TN 

& 

19.                  T♂noT > T♂siT & TN 
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macho no tratado tienden a acercarse a 1 (Tabla 13), queriendo 

decir que en estos experimentos la viruta de macho normal no 

provoca atracción al ser colocada en la caja de experimentación 

frente a un estímulo neutro. Asimismo, encontramos al observar 

la media de la condición de viruta de macho tratado con LPS que 

las medias tienden a alejarse de 1, incluso por encima de las 

medias de la condición de macho no tratado con LPS. Esto nos 

indica una tendencia a explorar el estímulo de viruta con señales 

de enfermedad al este ser enfrentado a viruta neutra, siendo esto 

contrario a la literatura que muestra conductas de evitación de 

enfermedad (Penn et al., 1998; Lanuza et al., 2014; Kavaliers y 

Colwell, 1995a; 1995b; Kavaliers et al., 2003; Kavaliers, Colwell 

y Choleris, 1998; Arakawa, Cruz y Deak, 2011; Kavaliers y 

Choleris, 2018; Kavaliers, Ossenkopp y Choleris, 2020; Ehman 

y Scott, 2001; 2002) pero en la línea de lo encontrado en los 

experimentos con orina de ratón, donde encontrábamos una 

tendencia a estar cerca de los componentes volátiles de la orina 

de macho tratado con LPS al ser ésta enfrentada con los 

componentes volátiles de orina de hembra. 
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LPS I LPS II 

Condición ♂noT ♂siT ♂noT ♂siT 

M 1,02 1,17 1,16 1,26 

EEM 0,10 0,16 0,16 0,16 

Tabla 13: Media (M) y error estándar de la media (EEM) de las ratios 

en las condiciones de viruta de macho no tratado con LPS (♂noT) 

y viruta de macho tratado con LPS (♂siT) en los experimentos de 

viruta de LPS I y II. 

La hipótesis que explicamos a continuación hace 

referencia únicamente al experimento de viruta manchada 

durante cuatro horas por macho tratado. Su formulación es la 

siguiente:  

 

es decir, el tiempo que pasarán los ratones hembra cerca del 

estímulo de macho tratado con LPS durante cuatro horas será 

menor al que pasan cerca del estímulo neutro. Los resultados 

obtenidos en las pruebas estadísticas nos dan un efecto no 

significativo de la variable “Tipo de estímulo”, mostrando 

entonces que no hay diferencias entre grupos. Como 

explicábamos en la hipótesis anterior, de hecho, la tendencia 

observada en nuestra muestra es a explorar más la viruta 

 18.                        T♂siT ≤ TN 

& 

 



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

196 
 

manchada por macho tratado con LPS que la viruta de macho 

no tratado, repitiéndose esta tendencia respecto al estímulo 

neutro, es decir, a la viruta limpia.  

Finalmente, describiremos a continuación las hipótesis 

sobre las diferencias en el comportamiento de machos y 

hembras y la evidencia respecto a éstas encontradas en el 

experimento con viruta de macho tratado con LPS durante 

12 horas. Debido a su similitud, al diferenciarse solo en el sexo 

de la muestra, las siguientes dos hipótesis serán tratadas 

simultáneamente. Su formulación es la siguiente:  

 

 

es decir, tanto los ratones macho (hipótesis 20) como hembra 

(hipótesis 21) de nuestra muestra pasarán más tiempo cerca de 

la viruta de macho no tratado que cerca de la viruta de macho 

tratado con LPS o el estímulo neutro (viruta limpia). Sin embargo, 

los datos obtenidos de la conducta de los animales de nuestra 

 20.         T(♂)♂noT  > T(♂)♂siT & T(♂)N 

& 

 21.         T(♀)♂noT  > T(♀)♂siT & T(♀)N 
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muestra indican que la hipótesis de igualdad entre condiciones 

se mantiene al no haber efectos significativos de las variables 

estudiadas. Consideramos, no obstante, que pese a no haber 

alcanzado los criterios de significación la estadística descriptiva 

nos aporta información que merece la pena discutir sobre las 

tendencias de conducta de machos y hembras ante los 

estímulos experimentales. Como podemos observar en la Tabla 

14, existen diferencias en las tendencias de las medias de las 

ratios entre los ratones machos y los ratones hembra. En el caso 

de la hipótesis anterior, en concreto, los machos exploran ambos 

tipos de viruta con la misma tendencia de atracción, aunque con 

una ligera tendencia a explorar más la viruta de macho no 

tratado. Sin embargo, las hembras presentan una tendencia a 

preferir la viruta de macho tratado con LPS.  

 
Machos Hembras 

Condición ♂noT ♂siT ♂noT ♂siT 

M 1,26 1,17 1,03 1,38 

EEM 0,21 0,29 0,16 0,39 

Tabla 14: Media (M) y error estándar de la media (EEM) de las ratios 

de machos y hembras en las condiciones de viruta de macho no 

tratado con LPS (♂noT) y viruta de macho tratado con LPS (♂siT) 

en el experimento de viruta de LPS II. 
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Continuamos con las siguientes hipótesis que hacen 

referencia a las diferencias conductuales entre los dos sexos 

de la muestra. La primera de ellas hace referencia a la viruta de 

macho no tratado (22) y la última al comportamiento ante viruta 

de macho tratado con LPS (23), siendo su formulación como 

sigue: 

 

id est, (22) el tiempo que los machos de nuestra muestra 

pasarán cerca de la viruta de macho sin tratar será igual o inferior 

al tiempo que las hembras pasen cerca del mismo; y, por último, 

(23) el tiempo que los ratones hembra pasarán cerca de la viruta 

de macho tratado con LPS durante 12 horas será igual al que 

pasen los ratones macho de nuestra muestra.  Como en el caso 

anterior, las pruebas paramétricas realizadas no arrojan 

resultados significativos, pero si observamos los estadísticos 

descriptivos (Tabla 14) podemos observar que respecto a la 

hipótesis 22 no solo no es correcta esta tendencia, sino que los 

ratones macho tienden a explorar más que las hembras el 

 22.                 T(♂)♂noT  ≤ T(♀)♂noT 

     & 

 23.                 T(♀)♂siT = T(♂)♂siT 
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estímulo de macho sano al tener una ratio 0,23 puntos superior 

al de las hembras con un error estándar de la media similar. Por 

otro lado, la hipótesis 23 tampoco consigue confirmación 

empírica en este análisis especulativo de los estadísticos 

descriptivos, existiendo una diferencia entre ambos sexos de 0, 

21 en las ratios del tiempo que pasan cerca de la viruta de macho 

tratado con LPS. 

Conclusiones y Discusión 

En este apartado hemos observado que los ratones 

hembra de nuestra muestra tienden a explorar más la viruta 

sucia por individuos de la especie Mus musculus que la orina de 

individuos de la misma especie. Esto puede ser debido a la 

mayor cantidad de quimioseñales (e.g. orina, heces, pelo, etc.) 

que posee la viruta respecto a la orina. Para comunicarse 

intrasexual y entresexualmente los machos y las hembras de 

ratón usan diversos tipos de estímulos como la orina, fluidos 

genitales u otras secreciones (Hurts, 1990a, 1990b, 1990c; Hurst 

y Beynon, 2004), por lo que cabe pensar que usar viruta 

ensuciada por ratón tendrá más potencia de señalización que el 
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uso de orina, y por lo tanto de provocar comportamientos de 

exploración o atracción. 

Asimismo, concluimos, como en estudios anteriores de 

nuestro equipo (Moncho-Bogani et al., 2002, 2004) y en otros de 

otros laboratorios (Nomoto y Lima, 2015) que las fluctuaciones 

de las hormonas gonadales propias del ciclo estral en ratones 

no afectan a su exploración por las quimioseñales de los 

estímulos de macho, contradiciendo así trabajos que apuntan a 

lo contrario. Por otro lado, cabe destacar el posible papel que el 

aprendizaje (esto es, el contacto previo con hembras en estro) 

puede tener en el desarrollo de la preferencia por quimioseñales 

como se ha visto en ratas (Carr et al., 1965; Le Magnen, 1951; 

Lydell y Doty, 1972) o en Canis familiaris (Doty y Dunbar, 1974). 

Sin embargo, una de las limitaciones que posee el experimento 

de Orina vs Viruta/ Estro vs no Estro consistió en el método 

de provocar la fase estral en la muestra, extraído de Roberts et 

al., 2010. Este método tiene la ventaja de ser menos invasivo 

para los sujetos de la muestra pues un mejor control de la fase 

estral de las ratonas supondría ovarieactomizar a las ratonas y 

controlar las hormonas sexuales (e.g. Moncho-Bogani et al., 

2004; McCarthy et al., 2018; Dey et al., 2015). Para sustentar 
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mejor esta conclusión un método de control de las variables 

hormonales debería de ser utilizado.  

La conclusión final de los experimentos realizados en este 

apartado es que las señales presentes en la viruta manchada 

por LPS en los modelos de 4 horas y 12 horas no es suficiente 

para generar un comportamiento de evitación. Así, tratando de 

utilizar viruta manchada, que habíamos comprobado en el 

experimento de viruta frente a orina presentado al principio del 

apartado con mayor capacidad de provocar atracción que la 

orina, no hemos sido capaces tampoco encontrar pruebas de 

que el modelo de enfermedad usando LPS pueda activar el 

sistema inmune conductual. Este modelo, pese a la literatura que 

ha generado (Boillat et al., 2015), no encuentra apoyo empírico 

en ninguno de nuestros experimentos realizados.  

Experimento con Animal Anestesiado 

En el experimento usando un modelo de animal 

anestesiado tratado con LPS expusimos a ocho ratones hembra 

y ocho ratones macho a un test de preferencia en el que tenían 

a cada lado de la caja de experimentación un animal anestesiado 

con Ketamina (100g/ml) y Metomidina (0,5mg/ml). Por cada 
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situación experimental uno de estos animales anestesiados fue 

tratado con LPS (1mg/kg; 0,2mg/ml en NaCl al 9%) en torno a 

12 horas antes del protocolo de experimentación mientras que 

el otro solo recibió la inyección anestésica.  

Interpretación de los Resultados 

A continuación, comentaremos las hipótesis de trabajo que 

describimos al principio de esta parte de la tesis al respecto de 

este experimento. Así, la hipótesis 24 fue formulada utilizando la 

muestra completa mientras que las hipótesis experimentales 25 

y 26 son variaciones de la misma especificando según el sexo 

de la muestra:  

 

esto es, el tiempo en que los ratones de nuestra muestra 

pasarán cerca del animal anestesiado no tratado será mayor al 

tiempo que pasarán cerca del animal tratado con LPS y del 

estímulo neutro. Así pues, la evidencia experimental no permite 

  24.               TnoT > TsiT & TN 

& 

  25.        T(♂)noT  > T(♂)siT & T(♂)N 

& 

  26.        T(♀)noT  > T(♀)siT & T(♀)N 
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corroborar ninguna de las anteriores hipótesis. Las pruebas de 

inferencia estadística utilizada nos muestran que ninguna de las 

variables analizadas tiene efectos significativos sobre la 

conducta de las ratonas. Como podemos observar en las ratios 

de la Figura 42, todas ellas indican una tendencia a permanecer 

cerca de ambos animales anestesiados, si bien con una 

tendencia a explorar más a los animales tratados. En cuanto a 

las diferencias por sexo, no encontramos diferencias 

estadísticamente significativas, aunque la ratio de los machos 

parece indicar una tendencia a explorar más que las hembras al 

animal tratado con LPS.  

Por otro lado, las ratios del estímulo neutro (una placa de 

Petri vacía) en el total de la muestra nos indican una tendencia 

a explorar ambos lados de la caja de experimentación por igual. 

Sin embargo, parece que existe cierto sesgo por parte de las 

hembras a explorar uno de los lados más que el otro, sesgo que 

atribuimos al azar o a condiciones inocuas de la situación 

experimental. Al observar los videos de las grabaciones de la 

tercera sesión de habituación usadas para las mediciones 

encontramos que los animales simplemente se pasan más 

tiempo en un lado realizando conductas de cuidado sin mostrar 
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interés concreto por ninguna característica de la caja de 

experimentación.  

Conclusiones y Discusión 

Nuestros resultados van en contra de la idea de que los 

ratones tratados con LPS generen señales de enfermedad que 

afecten a la conducta de otros congéneres activando el SIC. 

Existen dos estudios que estudian en ratones las conductas de 

evitación de enfermedad utilizando para ello especímenes 

tratados con LPS vivos. En primer lugar, el estudio de Boillat et 

al. (2015) comentado en la introducción de esta parte de la tesis, 

en que se realizaron dos experimentos con este modelo: 1) 

presentando solo a un macho tratado con LPS o con control 

anestesiado; y 2) presentando en un test de preferencia un 

animal tratado con LPS y un animal control. Los mochos de la 

muestra utilizada mostraron un comportamiento 

estadísticamente significativo de evitación hacia los machos 

tratados con LPS. 

Por otro lado, el estudio realizado por Kwon et al. (2021), 

en el que en la parte conductual del mismo diseñaron una 

situación experimental en la que, para medir los cambios en la 
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conducta copulatorio de macho, presentaron individualmente a 

una muestra de machos a una hembra tratadas con LPS, control 

o sin tratar en una caja de experimentación. Los resultados del 

análisis de las variables conductuales aportaron efectos 

significativos en la reducción de las cópulas realizadas por parte 

de los machos expuestos a hembras tratadas con LPS. 

Nuestro estudio pretendía replicar los efectos encontrados 

por el equipo de Rodriguez (Boillat et al., 2015) en una muestra 

de machos y hembras utilizando un animal anestesiado como 

estímulo más completo que la orina de animal tratado con LPS 

utilizada en experimentos anteriores. Sin embargo, no pudimos 

replicar los resultados de activación del SIC encontrados ni por 

estos ni por el equipo de Choi (Kwon et al., 2021). Una diferencia 

que presenta nuestro estudio respecto a estos dos estudios 

reside en la cantidad de tiempo entre la inyección intraperitoneal 

de LPS y el test. En el caso de Boillat et al. (2015) fue de cuatro 

horas y en el de Kwon de dos horas, mientras que nosotros 

aumentamos el tiempo de exposición a LPS a 12 horas. Para la 

obtención de la orina de macho tratado con LPS seguimos el 

protocolo del equipo de Rodríguez, ya que como comentábamos 

en la introducción habían obtenido resultados estadísticamente 
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positivos utilizando también orina de LPS. El aumento a 12 horas 

pretendía aumentar la afectación del estado de enfermedad del 

animal para intentar aumentar la potencia de las posibles 

señales de enfermedad. De hecho, el comportamiento de 

enfermedad encontrada en los ratones pasadas 12 horas de la 

inyección era una muestra de un fuerte efecto de la misma. Así 

pues, parece que el funcionamiento de posibles señales de 

enfermedad que activan el SIC de conespecíficos con este 

modelo no es afectado positivamente por aumentar el tiempo de 

la exposición del animal emisor a un estado de enfermedad.  

Experimento con D y con PF 

El ultimo experimento que vamos a presentar en la parte II 

sobre el modelo de LPS es en el que utilizamos la proteína 

urinaria principal 20 (D) y f-Met-Leu-Phe (PF). En este 

procedimiento se usaron 16 animales Mus musculus de la cepa 

C-57 que fueron expuestos a los estímulos antes mencionados 

en diferentes test.   
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Interpretación de los Resultados 

A continuación, comentaremos las hipótesis de trabajo que 

comentamos al principio de la esta parte de la tesis al respecto 

de este experimento. Así, la primera hipótesis fue formulada 

como sigue:  

 

id est, el tiempo que estarán cerca del estímulo de D será 

superior al tiempo que pasen cerca del estímulo PF y del 

estímulo neutro (solución salina). En nuestro experimento no 

hemos encontrado evidencia empírica de que la D provoque 

mayor exploración que el estímulo neutro o que los PF, 

contradiciendo así la literatura publicada sobre los efectos de 

tipo feromonal en la conducta atribuidos a esta proteína urinaria 

principal (Roberts et al., 2010, 2012, 2018; Liu et al., 2017; 

Martin-Sanchez et al., 2015).  

Finalmente, la última hipótesis de la parte II de la tesis fue 

construida de la siguiente manera:  

TD > TPF & TN 
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es decir, los animales de nuestra muestra pasarán menos tiempo 

explorando el estímulo PF que el estímulo neutro. El sentido de 

esta hipótesis es que esperamos que los PF, como análogos de 

señales de enfermedad (Liberles et al., 2009; Rivière et al., 2009; 

Demir et al., 2020) generasen conductas de evitación y activasen 

el sistema inmune comportamental, permitiéndonos observar en 

los ratones de la muestra la intención de no exponerse a estos. 

Sin embargo, no encontramos evidencia empírica para esta 

hipótesis, encontrando que la hipótesis de igualdad se mantiene.  

Conclusiones y Discusión 

En los experimentos realizados en este apartado no 

encontramos ningún efecto conductual de la PUP 20 sobre la 

conducta de los animales de nuestra muestra. Este resultado se 

encuentra en la misma línea que los resultados de los 

experimentos con orina. La orina de macho normal y parasitado 

presenta cantidades similares de PUP 20 al ser la producción de 

esta y otras PUPs dependientes de andrógenos (Lanuza et al., 

2014; Amstrong et al., 2005). Atendiendo entonces a nuestros 

TPF < TN 
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resultados concluimos que no hemos encontrado evidencia 

empírica para un efecto atractivo para las hembras de la D o de 

las PUPs contenidas en la orina de especímenes Mus musculus.  

Finalmente, en nuestro experimento de D y PF hemos 

comprobado que los PF utilizados en nuestro experimento no 

tienen la capacidad para generar una respuesta de evitación de 

enfermedad. Otros investigadores han encontrado la activación 

de específica del RPF3 en el OVN ante la secuencia de péptidos 

formilados f-MKKFRW presente en la proteína bacteriana MgrB 

(Bufe et al., 2019). La activación del RPF3 es suficiente para 

iniciar conductas de evitación y que ratones con modificaciones 

genéticas que generan disfunción en este no activan conductas 

del SIC. Además, en el estudio de Bufe y su equipo (2019), pese 

a encontrar al contrario que nosotros conductas de evitación de 

conespecíficos ante animales anestesiados tratados con LPS, 

no encontraron activación los RPF3 en esta conducta. 

Concluyen, pues, que otros quimiorreceptores están implicados 

en la modulación de esta conducta.  
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Conclusiones: 
 

1. Primero, queda constatado la capacidad atractiva de la 

viruta manchada por un ratón macho en hembras de la 

misma especie, independientemente de la fase del ciclo 

estral en que se encuentren.  

2. Por otro lado, en los experimentos de preferencia de 

orina, nuestro diseño experimental nos indica una 

atracción hacía los componentes volátiles de la orina de 

macho tratado con LPS. Esta preferencia se muestra 

cambiando diferentes condiciones experimentales 

como el tamaño de la caja (250mm x 500mm x 300mm 

vs 895mm x 150mm x 300mm), la cepa (C57 vs CD1) o 

el experimentador encargado del manejo de los 

animales.  

3. La viruta manchada con macho tratado con LPS no 

parece provocar rechazo o reducción en la exploración 

de la viruta respecto a la viruta manchada por macho 

sin tratar.  
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4. Así mismo, tampoco usando directamente machos 

anestesiados tratados con LPS encontramos un efecto 

significativo sobre la conducta de las ratonas al 

colocarlas en un test de preferencia con machos sin 

tratar. 
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Introducción:  

“As soon as there was life, there was danger” 

Joseph E. LeDoux 

Con esta transformación de la frase del poeta 

estadounidense Ralph Waldo Emerson el conocido investigador 

de los circuitos amigdalinos que median la adquisición del 

aprendizaje pavloviano de conductas condicionadas de 

supervivencia defensiva Joseph E. LeDoux pretende enfatizar, 

en un artículo de reciente publicación (2022), la ineludible 

relación que existe entre la evolución y la conducta. Las 

conductas defensivas, cuya intención es defender la vida de 

seres vivos, son una consecuencia de la necesidad de 

supervivencia y reproducción que es un producto inseparable del 

hecho de vivir. Así, desde seres unicelulares hasta las ramas 

celularmente más complejas de vertebrados, presentarían un 

Sistema de Supervivencia Defensiva (SSD) relativamente 

inconsciente que los llevaría a evitar los elementos nocivos del 

ambiente. 
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Así pues, protozoos unicelulares son capaces de 

reaccionar acercándose o alejándose a estímulos externos 

según sean beneficiosos o posiblemente dañinos (Jennings, 

1906). Esta conducta de acercamiento o evitación también se ha 

encontrado en bacterias (Vladimirov y Sourjik, 2009) y en ambos 

casos se puede considerar como una forma de comportamiento 

similar desde un punto de vista evolutivo al de organismos más 

complejos (LeDoux, 2022). Todos los organismos tienen que 

obtener alimentos, evitar el daño, sobrevivir y reproducirse. 

Los pequeños mamíferos son especies en constante 

peligro de depredación por parte de otros mamíferos, aves o 

reptiles. Estos, en coevolución con sus depredadores, han 

desarrollado una serie de conductas específicas de especie 

(Apfelbach et al., 2005) dependientes de las características 

corporales que los individuos poseen (LeDoux, 2022). Así, los 

roedores poseen su propio repertorio de conductas defensivas 

motivadas por la detección sensorial del peligro de depredación. 

Al tratarse de una especie macrosmática, la detección de 

quimioseñales olfativas es su principal forma de evaluar la 

presencia de especies amenazantes, siendo capaces estos 

olores de iniciar una serie de cambios fisiológicos y 



 Parte III: Estudios con Kairomonas  

217 
 

comportamentales adaptativos (Dielenberg y McGregor, 2001; 

Apfelbach et al., 2005). Las conductas adaptativas que motivan 

las señales de depredador (i.e. las kairomonas que 

mencionábamos en el apartado introductorio de esta tesis) 

inician una serie de conductas estereotipadas que son usadas 

en investigación para la medición de SSD y se denominan 

“respuestas defensivas”. Estas respuestas se dan tanto en 

laboratorio como en ambientes naturales (Dielenberg y 

McGregor, 2001; Apfelbach et al., 2005; Carobrez, Teixeira y 

Graeff, 2001; Fendt, 2006) y consisten en conductas de 

evitación, huida, parálisis, conducta de exploración de riesgo (en 

la se acerca el hocico durante un corto periodo de tiempo 

aplanando la espalda para mantener las patas traseras alejadas 

del posible peligro). 
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Kairomonas 

Tanto los ratones como las especies carnívoras que los 

depredan son macrosmáticos, señalando que las quimioseñales 

olfativas presentes en el medio juegan un papel importante en 

su supervivencia. Estas especies, en su relación de presa-

depredador, han coevolucionado a lo largo de la filogenia 

(Abrams, 2000; Dietl y Kelley, 2002) y podemos encontrar en la 

literatura algunos estímulos que parecen activar de manera 

innata el sistema neuronal de supervivencia defensiva en la 

especie Mus musculus (véase Tabla 15).  

 

 

Molécula Fuente Recept 
Órgano 

Sensorial 
Conducta 

Pheniletilamina Orina de depred.  RATA4 EOP Evitación 

Trimetiltiazolina Heces de Zorro Desc. EOP Evitación 

MUP-13 Orina de Rata Desc. OVN Defensiva 

Feld-4 Saliva de Gato Desc. OVN Defensiva 

Tabla 15: Tabla explicativa de las principales quimioseñales que 

procedentes de depredadores y que provocan una respuesta 

adaptativa en ratones. Modificado de Ihara, Yoshikawa y Touhara, 

2013. 
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La orina de depredador, utilizada por la mayoría de estas 

especies para marcar el territorio (Gese y Ruff, 1997; Mellen, 

1993), produce en roedores conductas de evitación y activación 

del SSD. Así, Fendt (2006) expuso a una muestra de ratas a 

orina de depredadores (gatos monteses, pumas, zorros, coyotes 

y lobos) y de animales herbívoros (hembras de caballos y vacas) 

encontrando un efecto estadísticamente significativo de la orina 

de depredador para las conductas defensivas medidas (e.g. 

conducta de evitación). La molécula a la que se atribuye estas 

conductas defensivas es la 2-Pheniletilamina, presente en 

grandes cantidades en la orina de animales carnívoros (Ferrero 

et al., 2011). Los receptores para los volátiles de la orina de 

depredador, los RATA, han sido encontrados en el EOP de 

ratones, así como en el de humanos (Liberles y Buck, 2006), 

activando la 2-Pheniletilamina los receptores RATA-4 (véase 

Tabla 15; Ferrero et al., 2011). Sin embargo, en la orina de lobos 

(Canis lupus), se ha encontrado que moléculas de la familia de 

las Pirazinas son suficientes para provocar conductas 

defensivas en ratones, activando estas el BOA (Osada et al., 

2015, 2017, 2014) 



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

220 
 

Aunque los zorros son considerados como depredadores 

generalistas (Hanski et al., 1991), los ratones representan un 

gran porcentaje de las presas de las que éstos se alimentan 

comparados con otros depredadores (Leckie et al. 1998; Díaz-

Ruiz et al. 2013). Las heces de zorro (Vulpes vulpes) fueron 

descritas en 1980 con la capacidad de iniciar conductas de 

evitación en roedores (Vernet-Maury, 1980), en concreto una 

molécula volátil presente en éstas: 

2,5‑dihidro‑2,4,5‑trimetilthiazoline (TMT). Así, la investigación ha 

encontrado que este compuesto provoca la aparición de 

conductas de supervivencia defensiva ante depredadores tales 

como parálisis, huida y la evitación del estímulo (e.g. Storsberg 

et al., 2018; Fendt et al., 2018; Homiack et al., 2017; Holmes y 

Galea, 2002). No obstante, en otros estudios no se ha 

encontrado este efecto al exponer a ratas a TMT. En un estudio 

del equipo de Agmo en la Universidad de Tromsø en Noruega 

expusieron a una muestra de ratas a una serie de estímulos 

aversivos en un entorno seminatural formado por una caja de 

experimentación grande con diferentes compartimentos que 

intentan proporcionar un entorno más completo y cercano al 

estado salvaje (Le Moëne y Agmo, 2018). Entre estos estímulos 
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se encontraba el TMT, que pretendían usar para comprobar su 

efecto en la frecuencia de las conductas de cópula y 

paracopulatorias en ratas. Los autores no encontraron un efecto 

significativo de esta molécula. 

Por otro lado, la activación de las conductas típicas del 

sistema de supervivencia defensiva en roedores ha sido 

constatada para los estímulos de gato presentados usando 

collares que han estado durante cierto tiempo colocados en el 

cuello de estos (McGregor et al., 2002; Staples et al., 2008), 

usando orina (Voznessenskaya, 2014) y usando saliva (Papes 

et al., 2010). La proteína Feld4, análoga a las PUP en ratas y 

ratones, es un alergeno presente en grandes cantidades en la 

saliva de los gatos (Smith et al., 2004; Satyaraj et al., 2019; 

Grönlund et al., 2010) y es detectada por las neuronas sensitivas 

en el OVN (Papes et al., 2010) provocando respuestas 

defensivas. Por otro lado, la PUP-13 presente en la orina de rata, 

también se ha comprobado su capacidad de provocar conductas 

defensivas en ratones activando el OVN (Papes et al., 2010). 
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Circuito de Supervivencia 

Defensiva 

Para estudiar la neuroanatomía de las conductas 

defensivas para la supervivencia del individuo podemos 

encontrar dos enfoques experimentales mayoritarios: el uso de 

paradigmas de condicionamiento pavloviano y la exposición 

directa a estímulos procedentes de animales depredadores para 

iniciar conductas instintivas (incondicionadas) relacionadas con 

el SSD (LeDoux, 2022; Canteras y Blanchard, 2008). De ambos 

modelos se han desprendido dos circuitos neuronales 

relacionados, pero diferentes entre sí, con los núcleos 

neuronales del complejo amigdalino poseyendo un papel 

preponderante (Canteras y Blanchard, 2008; Martínez-García y 

Lanuza, 2018; LeDoux, 2022). Así, lesiones en el núcleo central 

de la amígdala, que tiene un papel tanto en la conducta 

condicionada como en la incondicionada ante estímulos que 

provocan SSD, provoca grandes impedimentos para el 

desarrollo del condicionamiento, pero menores ante la conducta 
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innata ante depredadores (De Oca y Fanselow, 2004; Li et al., 

2004).  

Como podemos observar en la Figura 43, el 

condicionamiento de conductas defensivas de 

supervivencia parece requerir del correcto funcionamiento de 

Figura 43: Representación de los circuitos neuronales involucrados en el 

condicionamiento de conductas de supervivencia defensivas (izquierda) 

y de conductas incondicionadas ante exposición a estímulos de gato 

(derecha). Abreviaturas: AHN= Hipotálamo Anterior: BLA= Amígdala 

Basolateral; BMAp= Núcleo Basomedial de la Amígdala, parte porterior; 

BSTif= Núcleo del  Lecho de la Estría Terminal, núcleo interfascicular; 

CEA= Núcleo Central de la Amígdala; CS= Estímulo Condicionado; LA= 

Núcleo de la Amígdala Lateral; LHA= Área Hipotalámica Lateral; MEApv= 

Amígdala Medial Posterodorsal; PAGdl= Sustancia Gris Periacueductal, 

parte dorsolateral; PMd= Núcleo Premamilar, parte dorsal; PVH= 

Hipotálamo Paraventricular; US= Estímulo Incondicionado; VMHdm= 

Núcleo Hipitalámico Ventromedial, parte Dorsomedial. Modificado de 

Canteras y Blanchard, 2008 
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tres núcleos de la Amígdala. En primer lugar, en la Amígdala 

Lateral (AL) parece ser necesaria para que se desarrollen tanto 

la adquisición como el recuerdo de la asociación de estímulos 

amenazantes. Así, al aplicarle lesiones (electrolíticas o 

excitotóxicas) o inactivación farmacológica se evita el desarrollo 

de este aprendizaje aprendizaje (LeDoux, 2000; Gale et al., 

2004; Cain y LeDoux, 2008). Por otro lado, la Amígdala Central 

es, mediante sus conexiones con el Hipotálamo y la SGP 

(LeDoux et al., 1988; De Oca et al., 2004), importante para la 

expresión de conductas como la parálisis condicionada o la 

activación del sistema autonómico, así como la creación, 

almacenamiento y consolidación del condicionamiento 

(Goosens y Maren, 2001; Wilensky et al., 2006). Finalmente, la 

Amígdala Basolateral tiene un papel aún incierto en este proceso 

de aprendizaje (Cain y LeDoux, 2008), aunque la inactivación de 

éste mediante la inyección del agonista de los receptores GABA 

muscimol supone un retraso en la aparición de la misma 

conducta (Müller y Fendt, 2006). 

Las conductas incondicionadas que provoca la 

presentación de estímulos de depredador también requieren 

la activación del Circuito de Amigdalino de Defensa (LeDoux, 
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2022) y está presente en la gran mayoría de las especies de 

vertebrados (Martínez-Garcia y Lanuza, 2018; Suryanarayana, 

Robertson y Grillner, 2022). A este respecto, en roedores, la Me 

desempeña un papel preponderante al ser la encargada de 

recibir los inputs del BOA (McGregor et al., 2004). La realización 

de lesiones citotóxicas en este núcleo provoca una reducción 

significativa de las conductas incondicionadas ante estímulos 

procedentes de gato (Li et al., 2004) y la molécula derivada de 

heces de zorro TMT (Müller y Fendt, 2006) y se ha comprobado 

mediante el marcaje de la proteína c-Fos la activación, en 

especial de la MePV, ante olores de este mismo depredador 

(Dielenberg, Hunt y McGregor, 2001). Además, otros núcleos 

activos que se han encontrado activos en la amígdala antes 

estímulos de depredador son la porción posterior de la Amígdala 

Basomedial y el nivel caudal de la AL, siendo probable que estas 

áreas posean una función de integración sensorial de otros 

estímulos no olfativos procedentes de depredadores (Shi y 

Casell, 1999; McDonald, 1998). 

Finalmente, los núcleos VMH-DM, la parte dorsal del 

Núcleo Premamilar y el Hipotálamo Anterior forman lo que se ha 

denominado como el Circuito Defensivo del Hipotálamo Medial 
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(Canteras, 2008). Estos núcleos se encuentran altamente 

interconectados (Canteras, 2002), recibiendo el VMH la mayor 

parte de la información procedente de la Amígdala, el 

Hipotálamo Anterior, mediante sus aferencias desde el Núcleo 

Septal Lateral podría recibir la información contextual 

procedente de la formación hipocampal (Petrovich, Canteras y 

Swanson, 2001) y el Núcleo Premamilar, conectado con ambos, 

proyectaría a la SGP junto con el VMH (Canteras, 2008). La zona 

dorsal del Núcleo Premamilar es la región hipotalámica que en 

mayor medida responde a las amenazas, y su lesión provoca los 

mayores déficits en el SSD (Markham et al., 2004).  

Por último, la SGP recibe la mayor parte de las aferencias 

de estos tres núcleos hipotalámicos, siendo indispensable para 

el desarrollo de las conductas defensivas tanto incondicionadas 

como condicionadas mediante aprendizaje pavloviano. En 

concreto, mediante marcaje de la proteína c-Fos se ha 

encontrado una alta activación neuronal las regiones 

dorsolateral y dorsomedial del PAG ante estímulos 

incondicionados de depredador (Dielenberg, Hunt y McGregor, 

2001; Canteras y Goto, 1999) mientras que la región 
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ventrolateral parece implicada en el condicionamiento (Carrive 

et al., 1997) 

Hipótesis Experimentales 

En este apartado nos disponemos a enumerar las 

hipótesis experimentales que hemos desarrollado para trabajar 

sobre los cinco experimentos de esta tercera parte. Así pues, en 

los primeros tres experimentos usamos como estímulo aversivo 

diferentes secreciones de varios donantes de la especie Felis 

catus: en el primero, secreción de la glándula perianal; en el 

segundo, saliva; en el tercero, trozos de tejido donde un donante 

estuvo durmiendo. Las hipótesis fueron las siguientes: 

1. El tiempo que los sujetos pasan en la zona del 

estímulo de glándula perianal será inferior al que 

pasan en la zona del estímulo neutro. 

2. El tiempo en que los animales de nuestra muestra 

estarán cerca del estímulo compuesto de saliva de 

gato será inferior al tiempo que estarán ante el 

estímulo neutro. 
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3. El tiempo en que los animales de la muestra pasarán 

cerca del lecho de gato será inferior al tiempo que 

pasarán ante el estímulo neutro. 

El siguiente experimento realizado utilizó viruta sucia de 

conejo y de rata como estímulos experimentales. Las hipótesis 

experimentales fueron las siguientes: 

4. Los sujetos experimentales pasarán menos tiempo de 

manera estadísticamente significativa ante el estímulo 

de rata que ante el estímulo neutro. 

5. A su vez, no pasarán más tiempo ante el estímulo de 

conejo que ante el estímulo neutro.  

 
Hi Fórmula 

Felis 

silvestris 

catus 

1 TGPA < TN  

2 TSLV < TN 

 3 TL < TN 

Tabla 16: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para los 

experimentos de preferencia con estímulos de individuos de la 

especie Felis silvestris catus. Los colores señalan el tipo de 

estímulo: el color rojo los de gato; el color negro el estímulo neutro. 

Símbolos: T= tiempo; GPA= Estímulo de glándula perianal; SLV= 

Saliva de gato; L= Lecho de gato; N= Estímulo neutro. 
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Finalmente, el quinto experimento realizado se trata del 

experimento de preferencia con trimetilpirazina (molécula 

presente en la orina de lobo). La hipótesis de trabajo fue la 

siguiente:  

6.  Los animales de nuestra muestran pasarán menos 

tiempo cerca del estímulo de trimetilpirazina que del 

estímulo neutro de manera estadísticamente 

significativa. 

 
Hi Fórmula 

Rata y 

Conejo 

4 TRAT < TN  

5 TORYC < TN 

Tabla 17: Tabla resumen para las hipótesis de trabajo para Los 
experimentos de preferencia con viruta de rata y de conejo. Los 
colores señalan el tipo de estímulo: el color rojo los de rata; el colo 
verde los de conejo; el color negro el estímulo neutro. Símbolos: 
T= tiempo; RAT= Viruta de rata; ORYC= Viruta de conejo; N= 
estímulo neutro. 

 

 
Hi Fórmula 

Trimetil-

pirazina 
6 TPIR < TN  

Tabla 18: Tabla resumen para la hipótesis de en el experimento con 
trimetilpirazina. El color rojo señala la pirazina; el color negro el 
estímulo neutro. Símbolos: T= tiempo; GPA= Estímulo de glándula 
perianal; PIR= Trimetilpirazina; N= Estímulo neutro. 
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Metodología:  

Estímulos de Felis catus: 

Animales y Estabulación 

Fueron realizados tres experimentos utilizando estímulos 

procedentes de especímenes de la especie Felis silvestris catus. 

Para el primero de ellos, en el que usamos estímulo procedente 

de la glándula perianal, utilizamos seis ratones machos de la 

cepa CD-1 con 10 semanas de vida. Para el segundo 

experimento (saliva de Felis silvestris catus) fueron utilizados 11 

ratones hembra de la cepa C-57 con 8 semanas de vida. 

Finalmente, para el tercer experimento consistente en la 

presentación de lecho de gato, fueron usadas cinco ratones 

hembra de la cepa C-57. 

Todos los animales carecían de experiencia previa con 

estímulos derivados de gato y les fue proporcionada comida y 

agua ad libitum. Las condiciones de estabulación, determinadas 

por el animalario de la Universidad de Valencia, fueron 

adecuadas a nivel de bienestar animal (e.g.: temperatura y 

humedad adecuadas, espacio acústico no estresante, etc.). 
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El trato realizado a todos los sujetos experimentales se ha 

realizado acorde a los estándares éticos reflejados en 

La Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo 

de 22 de septiembre de 2010 y su trasposición a la legislación 

española (Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero). A 

continuación, presentamos una tabla con todos los animales 

usados en los procedimientos de la Parte III de la presente tesis 

doctoral con los códigos correspondientes de aprobación por el 

comité ético: 

 
N Cepa Sexo Edad1 Código2 

Glándula Perianal 6 CD1 ♂ 10 A1495042802173 

Saliva de Gato 11 C-57 ♀ 8 A20191115164620 

Lecho de Gato 5 C-57 ♀ 12 A20191115164620 

Est. de Rata y Conejo 16 C-57 ♀ 8 A15367484739933 

Piracina 10 C-57 ♀ 10 A20191115164620 

Tabla 19: Tabla mostrando las características de los sujetos 

usados en los experimentos presentados en la Parte III sobre 

Kairomonas. 1Edad en semanas. 2Código de aprobación por el 

Comité de Ética.  
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Estímulos 

Glándula Perianal 

Las glándulas perianales consisten en dos sacos cerca de 

la pared muscular del ano de muchos carnívoros (Gorman & 

Trowbridge, 2019) cuya función es la secreción de un líquido 

aceitoso de fuerte olor que facilita la defecación al mismo tiempo 

que sirve de marca territorial (Asa, Mech & Seal,1985; Drea et 

al., 2002) y fuente de información que permite el reconocimiento 

entre individuos (Miyazaki et al., 2018; Burgener et al., 2009).  

En este estudio fue extraído el líquido de la glándula 

perianal de un gato doméstico por un profesional veterinario en 

su consulta mediante una gasa médica. Así, la gasa quedó 

impregnada del estímulo y conservada a 4ºC hasta el día de su 

utilización. Para su presentación, fue troceado en varias partes 

para distribuirlo entre los animales de la muestra.  

Saliva de Felis catus 

Se ha encontrado la capacidad de la saliva de 

especímenes de Felis catus para provocar conductas de 

evitación en ratones (Papes, Logan y Stowers, 2010). En nuestro 

caso usamos algodón hidrófilo impregnado de saliva de un gato 



 Parte III: Estudios con Kairomonas  

233 
 

doméstico como estímulo para el protocolo con saliva. La 

obtención de éste se realizó mediante un veterinario en su 

consulta con un espécimen macho sano y cautivo que pasaba 

consulta. Para impregnarlo el veterinario depositó el algodón el 

mayor tiempo posible en la cavidad bucal del animal.  

Después de su obtención, el algodón fue troceado y 

mantenido a 4ºC hasta el momento de la fase experimental del 

procedimiento. 

Lecho de Felis catus 

El estímulo para el procedimiento experimental usando 

lecho de gato fue obtenido mediante donación de un particular 

dueño de un espécimen de Felis silvestris catus. El animal del 

cual fue obtenido el estímulo se trataba de un macho esterilizado 

de 5 años y 5 meses de edad. Su alimentación consistía en 

pienso estándar para gatos esterilizados Ultima (Affinity Petcare 

S.A., L'Hospitalet de Llobregat, España) y paté para gatos 

adultos DeliKuit (Deuerer Petcare France, ZAC de la Boulbène, 

Francia). No poseía ninguna condición veterinaria relevante para 

el experimento.  
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El substrato donde se impregnó el estímulo de gato 

consistió en una camiseta común (composición 100% Algodón). 

Sobre esta camiseta el animal donante durmió durante una 

semana todos los días al menos ocho horas diarias. Al octavo 

día el estímulo fue recogido, recortado y guardado en un 

congelador a -20ºC hasta el momento de la experimentación.  

Protocolos de preferencia 

Experimento de Preferencia con Est. de Glándula Perianal 

La prueba de preferencia fue realizada en la caja de 

metacrilato opaco de dimensiones de 250mm x 500mm x 300mm 

utilizada en los experimentos descritos en la Parte II. El día de la 

exposición los sujetos experimentales fueron colocados en el 

lado de la caja contrario al estímulo de gato extraído de la 

glándula perianal. Para evitar posibles sesgos por la ubicación 

espacial del sujeto o del estímulo realizamos un contrabalanceo 

de estos: la mitad de los animales fueron colados al inicio del 

ensayo en un lado de la caja y la otra mitad en el contrario; lo 

mismo fue realizado con los estímulos experimentales de gato. 

El estímulo fue presentado dentro de un bote de cristal de 45mm 

de diámetro y 45mm de altura permitiendo que los sujetos 



 Parte III: Estudios con Kairomonas  

235 
 

tuvieron acceso completo al mismo. Por otro lado, el estímulo 

neutro consistió en un bote de las mismas dimensiones en el que 

se colocó una gasa médica con solución salina (0,9%). 

La figura siguiente ilustra el protocolo experimental:  

 

Figura 44: Ilustración gráfica del protocolo experimental. En la 

Fase Experimental del procedimiento fueron realizados dos días 

de habituación y uno de exposición, donde fue presentado a los 

animales estímulo de glándula perianal (rojo) y estímulo neutro 

(gris).  

Todos los sujetos pertenecen al mismo grupo 

experimental, siéndoles presentados a todos los animales el 

estímulo de glándula perianal. Los días de habituación fueron 

iguales al de la experimentación, colocando dos estímulos 

neutros en cada lado de la caja. El día de la exposición se colocó 

en uno de los lados el bote con el estímulo experimental y se 

dejó al ratón explorar con libertad durante los 10 minutos que 

duró la grabación de la prueba.  
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Experimento de Preferencia con Saliva 

Usamos la misma caja de experimentación que en el 

anterior experimento. El estímulo de saliva de gato fue colocado 

en un lado de la caja en la zona central de una placa de Petri 

rodeado de viruta limpia. El estímulo neutro, consistente en un 

trozo de algodón hidrófilo de las mismas dimensiones que el 

utilizado para contener la saliva, se colocó de igual manera en 

una placa de Petri de igual tamaño en el lado contrario de la caja 

de experimentación. Una ilustración de la situación experimental 

la encontramos en la siguiente imagen.  

 

Figura 45: Representación de la situación experimental. En cada 

lado de la caja fueron colocados los estímulos, en este caso el 

experimental (situado a la izquierda) y el neutro (situado a la 

derecha). El sujeto fue colocado en el lado contrario a donde se 

encontraba la saliva de gato. Esta situación espacial del animal y 

el estímulo se invirtió en la mitad de la muestra.  
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En la siguiente figura ilustramos el protocolo experimental 

que fue realizado: 

Como podemos observar, el experimento constó de dos 

fases. En la de habituación, con una duración de dos días, se 

realizó una sesión por animal y día imitando las características 

de la situación experimental el día de la exposición. En la fase 

de exposición los animales fueron expuestos a un protocolo de 

preferencia enfrentando estímulo neutro con el estímulo de 

saliva de gato. Cada test, tanto en la fase de habituación como 

en la fase de exposición, tuvo una duración de 300s (5 min). 

  

Figura 46: Ilustración gráfica del protocolo experimental. En la 

Fase Experimental del procedimiento fueron realizados dos días 

de habituación y uno de exposición, donde fue presentado a los 

animales estímulo de saliva de gato doméstico (rojo) y estímulo 

neutro (gris).  
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Experimento de Preferencia Lecho de Gato 

 En el caso del protocolo de preferencia por lecho de gato 

fue presentado cada estímulo, tanto el neutro como el 

experimental, en la parte central de una placa de Petri. Estas 

placas fuerón colocadas una en cada lateral de la caja de 

experimentación (250mm x 500mm x 300mm).  

En la siguiente figura se ilustra el procedimiento 

experimental seguido: 

 

Figura 47: Ilustración gráfica del protocolo experimental. En la 

Fase Experimental del procedimiento fue realizado un único 

ensayo de 30 minutos dividido en dos fases: la primera, de 15 

minutos, de Control y la segunda, de otros 15 minutos, de 

exposición. A los animales les fue presentado estímulo de lecho 

de gato doméstico (rojo) y estímulo neutro (gris).  

Como podemos observar, cada prueba experimental 

constó de 1800s (30 min) y estuvo dividida en dos fases de 900s 

(15 min). La primera parte fue utilizada como fase de 
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habituación, colocando en las placas de Petri estímulo neutro. 

Finalmente, en la fase de exposición, se retiró uno de los 

estímulos neutros y se sustituyó por lecho de gato mientras el 

sujeto experimental aún estaba en la caja. Para evitar un sesgo 

de lateralidad la disposición espacial de los estímulos fue 

contrabalanceada.  
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Estímulo de Rattus norvegicus: 

Muestra y Estabulación 

Para el experimento en el que fueron usados viruta de rata 

y viruta de conejo usamos un total de 16 hembras Mus musculus 

de la cepa C-57 con ocho semanas de edad en el momento de 

realizar el protocolo experimental. Su estabulación fue realizada 

en las instalaciones del animalario de la Universidad de Valencia 

y el cuidado de las mismas fue llevado a cabo por su equipo. El 

alimento y el agua fue administrada ab libitum. La temperatura y 

la humedad se mantuvieron en niveles cómodos para los 

animales.  

Estímulo 

Viruta de Rata 

En diversos estudios se ha comprobado la actividad 

predatoria de las ratas al estar en presencia de individuos de la 

especie Mus musculus (Yang et al., 2004; O'Boyle, 1974; van 

Hemel, 1975). En nuestro estudio decidimos usar viruta sucia de 

Rattus norvegicus de la cepa Wistar como estímulo olfativo con 

la finalidad de provocar respuestas defensivas en nuestra 

muestra. La viruta fue obtenida de ratas macho del animalario 
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de la Universidad de Valencia en edad reproductiva. La viruta 

fue recogida a la semana de ser colocada en la caja de 

experimentación. Durante este periodo no se realizaron 

procedimientos de ningún tipo sobre los donantes.  

Viruta de Conejo 

La viruta fue proporcionada por un donante Oryctolagus 

cuniculus domesticus del animalario de la Universidad de 

Valencia. La viruta fue impregnada y ensuciada por el sujeto 

durante al menos una semana, momento en el cual se separó 

una parte y se almacenó hasta el día de su uso en el protocolo 

experimental.   

Protocolo de Experimentación  

 Los estímulos experimentales fueron enfrentados en cada 

test de preferencia a un estímulo neutro, cada uno en un lado de 

la caja de experimentación (dimensiones= 250mm x 500mm x 

300mm). El estímulo neutro consistió en la misma cantidad de 

viruta limpia que la del estímulo experimental. En mitad de la caja 

fue colocada una barrera abierta que delimitaba ambos lados de 

la caja.  
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En la Figura 48 mostramos el protocolo experimental:  

 

Figura 48: Ilustración gráfica del protocolo experimental. En la 

Fase Experimental del procedimiento fueron realizados dos días 

de habituación y dos de exposición, donde se les presento a todos 

los animales viruta de conejo frente a estímulo neutro (verde y 

gris) o bien viruta de rata frente a estímulo neutro (rojo y gris). El 

cambio en la lateralidad de los colores en la fase de exposición se 

ha realizado para indicar el contrabalanceo dentro de la caja 

respecto de los estímulos. 

El protocolo experimental fue dividido en dos fases: la fase 

de habituación, en la que se presentaba a los animales la 

situación experimental, pero sin los estímulos para que se 

acostumbraran a los aspectos básicos de ésta; y la fase de 

exposición, en la que fueron presentados bien viruta sucia de 

conejo frente a viruta limpia del mismo tipo que está o bien viruta 

sucia de rata frente a viruta limpia igual a la ensuciada por las 

ratas donantes. La mitad de la muestra fue expuesta a estímulo 

de rata el primer día de exposición y a estímulo de conejo el 

segundo mientras que la otra mitad siguió el orden contrario. La 

duración de los ensayos fue de 900s (15 min).  
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Estímulo de Canis lupus: 

Trimetilpirazina: 

Muestra y Estabulación 

Para este experimento fueron usados 10 ratones hembra 

de la cepa C-57 estabulados en el animalario de Burjassot de la 

Universidad de Valencia. En el momento de la experimentación 

contaban con 10 semanas de edad, siendo naive a los estímulos 

que fueron presentados. 

El agua y el pienso fueron suministrados ad libitum. Las 

condiciones ambientales (i.d. temperatura, humedad y ruido 

ambiente) se mantuvieron dentro de un rango cómodo para los 

animales. El mantenimiento, el cuidado y la experimentación se 

fue realizado bajo los estándares éticos aceptados en los 

protocolos aprobados por el Comité de Ética de la Universidad 

de Valencia (ver Tabla 19).  

Estímulos: 2,3,5- Trimetilpirazina 

Se ha observado en algunos estudios que la orina de lobo 

(Canis lupus) y algunos de sus componentes poseen la 

capacidad de provocar conductas de evitación en ratones 
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(Osada et al., 2014, 2015, 2017). En concreto, estos 

componentes fueron 2,3-Dietilpirazina, 3-etilo-2,5-

Dimetilpirazina, 3-etilo-2,5-Dimetilpirazina y 2,3,5- 

Trimetilpirazina (Osada et al., 2017). De estos cuatro 

componentes seleccionamos uno, la 2,3,5- Trimetilpirazina, para 

realizar nuestro protocolo experimental. 

Así pues, el estímulo que utilizamos consistió en 2,3,5- 

Trimetilpirazina (Sigma Aldrick, Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania) a una proporción 1:10 con H2O2.  

 

Protocolo de Experimentación 

En este experimento la caja de experimentación poseía 

unas dimensiones de 250mm x 500mm x 300mm. Para acentuar 

las diferencias entre los lados de la caja fue colocada una pared 

de metacrilato transparente con una apertura cuadrada (5cm x 

5cm) en el medio para facilitar el acceso a cada lado. La 

trimetilpirazina fue colocada con un volumen de 10µl en medio 

de una placa de Petri rodeado de viruta limpia de ratón, idéntica 

a la usada para la estabulación de la muestra. El estímulo neutro 
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consistió en 10µl de solución salina con la misma presentación 

que la trimetilpirazina.  

Como podemos observar en la siguiente figura, el 

procedimiento experimental constó de una fase de habituación, 

de tres días y una de exposición al estímulo. En la fase de 

habituación la situación experimental fue idéntica a la fase de 

exposición salvo por el uso de un estímulo neutro en cada lado 

de la caja. Por otro lado, el día de exposición uno de los dos 

estímulos fue el estímulo experimental (id est, 2,3,5-

trimetilpirazina) en vez del estímulo neutro. Para evitar sesgos 

en los datos debido a la colocación del estímulo y del animal 

dentro de la caja se contrabalanceó la colocación de éstos en la 

mitad de la muestra.   

Figura 49: Ilustración gráfica del protocolo experimental. En la 

Fase Experimental del procedimiento fueron realizados tres días 

de habituación y uno de exposición, donde les fue presentado a 

los animales el componente de la orina de lobo 2,3,5- 

Trimetilpirazina (rojo) frente a estímulo neutro (gris).  
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Cada ensayo, tanto en la fase de habituación como en la 

de exposición, tuvo una duración de 600s (10 minutos). 

Procesamiento de Datos: 

Todos los experimentos que presentamos a continuación 

tienen en común que las grabaciones de conducta fueron 

analizadas usando el programa “Smart v3.” (Panlab) y que para 

el análisis estadístico de los datos extraídos de éste fue usado 

el software “IBM SPSS Statistics v23.0”. Antes de realizar 

pruebas de análisis de datos para evaluar los efectos 

estadísticos de las VIs sobre las VDs fueron hechos los 

correspondientes test para comprobar la homogeneidad de 

varianza (i.d., test de Levene y test de esfericidad de Mauchly) y 

el ajuste a la normalidad de los datos (test de Kolmogorov-

Smirnov). Solo nombraremos estos test en el caso de que estos 

supuestos para las pruebas paramétricas hayan sido 

incumplidos.  
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En el experimento con estímulo de glándula perianal la 

VD consistió en el tiempo en segundos que el animal pasó cerca 

del estímulo. El diseño experimental constó de dos VI 

intrasujetos: la variable día de experimentación con las 

condiciones control y exposición; y la variable tipo de estímulo, 

con las condiciones neutro y experimental. Para evaluar 

estadísticamente los datos se realizó una Anova de medidas 

repetidas.  

En el experimento en el que fue usado estímulo de saliva 

de gato como estímulo experimental la VD consistió en la ratio 

entre el tiempo que pasaba el animal en la zona de la caja donde 

estaba situado el estímulo experimental y el lado del estímulo 

neutro. El protocolo consta de una variable intrasujetos 

denominada tipo de estímulo con dos condiciones (neutro; 

experimental) y para evaluar sus efectos estadísticos se realizó 

una Anova de medidas repetidas.  

Respecto al experimento con estímulo de lecho de gato 

la VD consistió en la ratio entre el tiempo que el animal ha estado 

en la zona del lecho de gato y en la zona del estímulo neutro. El 

diseño experimental tiene una VI intrasujetos que llamamos tipo 

de estímulo con dos condiciones (neutro; experimental) y se ha 
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realizado una Anova de medidas repetidas para evaluar su 

efecto sobra la VD.  

Respecto al experimento con estímulo de rata y conejo 

la VD consistió en la ratio entre el tiempo que el animal ha estado 

en la zona del estímulo experimental y en la zona del estímulo 

neutro. El diseño experimental tiene una variable intrasujeto de 

tres condiciones que hemos llamado tipo de estímulo (Neutro; 

Viruta de Conejo; Viruta de Rata). Para analizar el efecto 

estadístico de las variables fue realizada una Anova de medidas 

repetidas.  

El experimento con estímulo de orina de lobo (2,3,5- 

Trimetilpirazina) tuvo una VD que consistió en la ratio entre el 

tiempo que el animal ha estado en la zona del estímulo 

experimental y en la zona del estímulo neutro. El diseño 

experimental tiene una variable intrasujetos de dos condiciones 

que llamamos tipo de estímulo (neutro; experimental) y se ha 

realizado una Anova de medidas repetidas para evaluar los 

efectos estadísticos.  
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Resultados: 

Resultados Estímulos de Felis catus: 

Experimento con Est. de Glándula Perianal 

En el siguiente experimento fue utilizado como estímulo 

experimental un trozo de gasa médica impregnada de secreción 

de la glándula perianal de un ejemplar de Felis catus. Los 

resultados del experimento se presentan en la siguiente Figura: 

Figura 50: Representación de los resultados de la exposición a 

estímulo de glándula perianal (en rojo) y estímulo neutro (en gris) 

en las fases del procedimiento de control y exposición. La variable 

dependiente es el tiempo que el animal pasa cerca de los 

estímulos. Las barras de error estándar representan el error de la 

media. No encontramos diferencias estadísticamente 

significativas entre las condiciones experimentales.  
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Al realizar una Anova de medidas repetidas encontramos 

que ninguna de las variables independientes que hemos 

evaluado han arrojado resultados estadísticamente significativos 

sobre el tiempo que el animal pasa cerca del estímulo. Así, ni la 

VI momento de exposición (F1,3 =0,022; p= 0,892) ni la variable 

tipo de estímulo (F1, 3 = 4,106; p=0,136) así como su interacción 

(F1,3=0,142; p=0,731) nos arrojan una p por debajo del criterio de 

significación. Concluimos por ello que, según nuestros datos, ni 

el día de presentación del estímulo ni la secreción obtenida de 

la glándula perianal de un gato tienen un efecto sobre el tiempo 

que el animal pasa cerca de los estímulos experimentales (es 

decir, cerca del estímulo neutro o cerca de la secreción de 

glándula perianal).  
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Experimento con Saliva de Gato 

En el siguiente experimento fue utilizado un trozo de 

algodón hidrófilo impregnado de saliva de Felis catus. Los 

resultados del experimento se presentan en la siguiente figura: 

Los resultados de las herramientas estadísticas utilizadas 

arrojan un resultado cercano a la significación estadística para 
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Figura 51: Representación de los resultados de la exposición a 

estímulo de saliva de gato y estímulo neutro en las fases del 

procedimiento de control (habituación; en gris) y exposición (en 

rojo). La variable dependiente es la ratio entre el tiempo que el 

animal pasa en la zona de los estímulos. Las barras de error 

representan el error estándar de la media. Se presentan las ratios 

respecto al estímulo neutro frente al que fueron presentados de 

tal manera que si el sujeto experimental pasa más tiempo en la 

zona del estímulo el resultado será >1. No encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales.  

 



Quimioseñales en la Conducta Social en Mus musculus 
 

252 
 

la variable tipo de estímulo (F1,10= 4,988; p= 0,050). Sin embargo, 

la ratio de esta variable está organizado de tal manera que un 

resultado mayor a uno indique que la exploración es mayor en el 

estímulo de saliva de gato frente al neutro.  Como podemos 

observar, la barra de la exploración de la saliva de gato se sitúa 

por encima de este uno (Media=1,414), indicando una tendencia 

a explorar más el estímulo experimental de depredador que el 

estímulo neutro. 

Experimento con Lecho de Gato  

En el siguiente experimento fue utilizado un tejido en el que 

un sujeto Felis catus había realizado sus periodos de sueño 

durante al menos una semana. Los resultados del experimento 

se presentan en la siguiente figura:  
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Los resultados de la Anova de medidas repetidas realizada 

sobre los datos de la ratio entra ambos estímulos en el test de 

preferencia nos indican unos resultados no significativos para la 

variable tipo de estímulo (F1,4=1,641; p= 0,269). Por lo tanto, 

podemos decir que el estímulo de lecho de gato utilizado en el 

protocolo no afecta a la conducta de los animales de nuestra 

muestra.  
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Figura 52: Representación de los resultados de la exposición a 

estímulo de lecho de gato y estímulo neutro en las fases del 

procedimiento de control (habituación; en gris) y exposición (en 

rojo). La variable dependiente es la ratio entre el tiempo que el 

animal pasa en la zona de los estímulos. Las barras de error 

representan el error estandar de la media. Se presentan las ratios 

respecto al estímulo neutro frente al que fueron presentados de 

tal manera que si el sujeto experimental pasa más tiempo en la 

zona del estímulo el resultado será >1. No encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales.  
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Resultados con Lecho de Rata:  

En el siguiente experimento fueron usados como estímulos 

experimentales viruta ensuciada por rata y viruta ensuciada por 

conejo. A continuación, se presentan gráficamente los 

resultados del experimento:  

Figura 53: Análisis de la conducta de la exposición de los ratones 

hembra a estímulo de conejo (verde), estímulo de rata (rojo) y a 

estímulo neutro (gris). Se presentan las ratios respecto al estímulo 

neutro frente al que fueron presentados de tal manera que si el 

sujeto experimental pasa más tiempo en la zona del estímulo 

experimental el resultado será >1. Las Barras de Error representan 

el error estándar de la media. La variable dependiente es la ratio 

entre el tiempo que el animal pasa cerca de los estímulos en 

segundos (s). No encontramos diferencias estadísticamente 

significativas entre las condiciones experimentales. 
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Los resultados de las pruebas de análisis de datos 

realizadas nos arrojan unos resultados no significativos para la 

variable tipo de estímulo (F2,12= 3,587; p= .060). Cabe destacar, 

por otro lado, la media de la ratio del tiempo pasado en la 

condición estímulo de rata (M=1,00117). Ésta, cercana a uno, 

nos indica que nuestra muestra está la misma cantidad de 

tiempo en la zona del estímulo neutro que en la zona de la viruta 

sucia de rata, mostrando una falta de conducta defensiva hacia 

la viruta sucia de rata.  

Resultados con Trimetilpirazina:  

A continuación, se representan los resultados de las 

pruebas conductuales ante Trimetilpirazina, una molécula 

encontrada en la orina de lobo (Canis lupus) que la literatura 

muestra con capacidad para producir conductas aversivas en 

ratones (Osada et al., 2014, 2015, 2017). 

En la siguiente Figura 54 se presentan los resultados de 

la medición de la conducta de la muestra:  
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En nuestro caso encontramos que la Anova de medidas 

repetidas realizada nos muestra que la variable tipo de estímulo 

no tiene ningún efecto estadísticamente significativo sobre la 

conducta de preferencia de lugar mostrada por los animales de 

nuestra muestra (F1,9= 1,386; p= 0,269). 
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Figura 54: Representación de los resultados de la exposición a 

estímulo trimetilpirazina y estímulo neutro en las fases del 

procedimiento de control (habituación; en gris) y exposición (en 

rojo). La variable dependiente es la ratio entre el tiempo que el 

animal pasa en la zona de los estímulos. Se presentan las ratios 

respecto al estímulo neutro frente al que fueron presentados de 

tal manera que si el sujeto experimental pasa más tiempo en la 

zona del estímulo el resultado será >1. Las barras de error 

representan el error estandar de la media. No encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre las condiciones 

experimentales.  
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Discusión: 

Siguiendo la línea de la discusión de la parte II, en la 

discusión de este apartado empezaremos haciendo una breve 

descripción de los experimentos realizados dividiéndolos en tres 

apartados: 1) experimentos con estímulos de gato, donde 

expondremos los resultados de los experimentos realizados con 

secreción de glándula perianal, con saliva de gato y con lecho 

de gato; 2) experimentos con estímulo de rata y conejo; y los 

estímulos de lobo, donde expondremos los resultados obtenidos 

usando 2,3,5- Trimetilpirazina. La valoración de los resultados 

se realizará siguiendo las hipótesis formuladas en el apartado 

correspondiente al inicio de este apartado de la tesis.  

Finalmente, extraeremos las conclusiones y realizaremos 

una discusión de los mismo en el subapartado correspondiente, 

dando una visión de conjunto e integrando nuestras 

conclusiones con literatura disponible en el momento. 
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Experimentos con Estímulo de Gato 

En este apartado vamos a comentar los resultados de los 

tres experimentos realizados utilizando estímulos de Felis catus. 

En total, hemos realizado tres experimentos utilizando tres 

fuentes diferentes de material orgánico usado potencialmente 

como quimisioseñal: 1) estímulo de glándula perianal; 2) algodón 

hidrófilo impregnado con saliva de gato; y 3) lecho de gato.  

En el experimento de estímulo de glándula perianal, la 

secreción fue extraída por un veterinario en su consulta 

utilizando a un gato doméstico. Una muestra de ratones macho 

de la cepa CD-1 fue expuesta en un test de preferencia a este 

estímulo y a estímulo neutro, colocados cada uno en un lado de 

la caja. El estímulo neutro consistió en un trozo de gasa 

impregnada con solución salina. 

El segundo experimento, en el que se usó saliva de gato, 

consistió en un test de preferencia en el que fue colocado el 

estímulo experimental y el estímulo neutro cada uno en lado de 

la caja de experimentación. El estímulo fue recogido por un 

veterinario en su consulta a un espécimen.   
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Finalmente, el tercer experimento consistió en un test de 

preferencia en el que se presentaba, a una muestra de ratones 

hembra, un trozo de tejido sobre el que había dormido un 

espécimen sano de Felis catus. Al otro lado en caja de 

experimentación se situó el estímulo neutro, consistente en un 

trozo de tejido limpio de las mismas características.    

Interpretación de los Resultados 

En este subapartado discutiremos las hipótesis 

experimentales elaboradas para los estímulos de gato. Así pues, 

las tres hipótesis son las siguientes: 

 

 

 

 

es decir, (1) el tiempo que los sujetos pasan en la zona del 

estímulo de glándula perianal será inferior al que pasan en la 

zona del estímulo neutro; (2) el tiempo en que los animales de 

nuestra muestra estarán cerca del estímulo de saliva de gato 

  1.                      TGPA < TN 

& 

  2.                      TSLV < TN 

& 

  3.                       TL < TN 
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será inferior al tiempo que estarán junto al estímulo neutro; y (3) 

el tiempo en que los animales de la muestra pasarán cerca del 

lecho de gato será inferior al tiempo que pasarán ante el estímulo 

neutro.  

Para la comparación de los resultados en la exploración 

hemos utilizado, para la primera hipótesis, el tiempo en 

segundos que los animales pasan cerca del estímulo. Por otro 

lado, para comparación de los resultados de referidos a las 

hipótesis dos y tres, hemos utilizado la ratio del tiempo que los 

sujetos experimentales pasan cerca de los estímulos, indicando 

si esta es mayor que uno una preferencia por explorar el 

estímulo experimental procedente de los gatos donantes.  

Los resultados de las pruebas estadísticas realizadas no 

nos permiten confirmar ninguna de las hipótesis formuladas. En 

el caso de la hipótesis 1, ninguna de las VI ni su interacción ni 

su interacción tiene un efecto estadísticamente significativo 

sobre el tiempo que los ratones macho de la muestran pasan 

explorando los estímulos. De hecho, si observamos los datos en 

bruto del día de la exposición (véase Figura 50) nos 

encontramos con que no existe tendencia a evitar el estímulo de 
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glándula perianal, sino que tiene un efecto similar al estímulo 

neutro. 

La hipótesis dos referida a la exploración del estímulo de 

saliva de gato, tampoco puede ser confirmada por los datos 

obtenidos en nuestro experimento. El efecto estadístico de la VI 

nos indica un efecto cercano al criterio de significación 

estadística (p= 0,050). No obstante, aunque podamos hablar de 

una tendencia a encontrar un efecto de las condiciones 

experimentales, si observamos los datos en bruto nos 

encontramos con una ratio mayor que uno en el día de 

experimentación del experimento (Figura 51) en la que fueron 

presentados el estímulo de saliva de gato al lado contrario que 

el estímulo neutro (M= 1,41; EEM= 0,34). Las ratios de los 

experimentos de esta parte de la tesis están pensadas de tal 

manera que aquellas mayores de uno indican que la muestra 

pasa un mayor tiempo cerca del estímulo de depredador. Por lo 

tanto, la tendencia estadística que encontramos indicaría que 

nuestro estímulo tiene un efecto incitador a la exploración, al 

contrario, de la hipótesis formulada.  

Finalmente, los resultados referidos a la tercera y última 

hipótesis del apartado tampoco dan apoyo empírico a la 
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hipótesis de trabajo. Así pues, podemos decir que ninguno de 

los estímulos experimentales presentados como estímulos que 

provocan conductas defensivas incondicionadas han confirmado 

su efectividad para este fin en nuestros experimentos.  

Conclusiones y Discusión 

Las glándulas perianales son utilizadas por muchos 

carnívoros como una forma de marcar el territorio y de realizar 

comunicación intraespecie gracias a sus componentes volátiles 

que emiten un fuerte olor acre (Miyazaki et al., 2018). Aunque 

parece que el marcaje mediante secreciones de las glándulas 

perianales de los gatos puede proporcionar información sobre el 

sexo, el estado reproductivo o servir como marca de 

identificación individual (Feldman, 1994) existe poca 

investigación sobre el papel de éstas en la quimiocomunicación 

entre gatos (Miyazaki et al., 2018). De hecho, no hay 

investigación empírica en el momento de realizar esta tesis 

sobre el papel de esta secreción en la comunicación 

interespecie.  

En el experimento presentado en esta tesis no 

encontramos evidencia de que las secreciones de las glándulas 
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perianales motiven conductas propias del SSD en individuos de 

la especie Mus musculus. La observación de las grabaciones de 

la conducta hacia el estímulo no muestra ninguna conducta 

típica defensiva por parte de ninguno de los ratones sometidos 

al test de preferencia.  

Curiosamente, la secreción de la glándula perianal tiene 

un olor muy fuerte (Miyazaki et al., 2018) que en humanos 

provoca reacciones de asco como se puede juzgar por las 

expresiones faciales de los sujetos que se exponen a ellas. Se 

podría esperar, por lo tanto, por las similitudes entre los 

receptores olfativos de los humanos y de los roedores 

(Mandairon et al., 2009), que los sujetos de nuestra mostraran 

conductas de evitación o rechazo ante la presencia del estímulo. 

Otro estímulo aversivo con un componente oloroso aversivo es 

el caso ampliamente descrito en la literatura de las heces de 

zorro y la TMT (Vernet-Maury, 1980; Fendt et al., 2018; Homiack 

et al., 2017; Holmes y Galea, 2002; Storsberg et al., 2018) que 

motiva la aparición de conductas de supervivencia defensiva o 

evitación hacía la secreción de la glándula perianal. Su fuerte 

olor y la ausencia de una evidencia solida respecto a las 

conductas que motiva la TMT ha generado el debate sobre su 
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papel como kairomona, señalando su activación de las vías 

nasales del nervio trigémino un papel como olor aversivo más 

que activados del SSD (Jacquot et al., 2006; Hacquemand, 

Jacquot y Brand, 2010). Sin embargo, nuestro estudio no ha 

encontrado ninguna conducta de evitación de nuestra muestra 

al exponerla a la secreción de glándula perianal que sea paralela 

a las conductas encontradas por los estímulos provenientes de 

heces de zorro.  

El segundo estímulo utilizado en este grupo de 

experimentos consistió en el uso de un trozo de algodón 

medicinal manchado con saliva de gato. Se ha comprado la 

presencia en grandes cantidades de la proteína Feld4 en esta 

saliva, aunque aparte de ser producida por las glándulas 

salivares también es producida en menor proporción por las 

glándulas sebáceas (Satyaraj et al., 2019; Grönlund et al., 2010; 

Smith et al., 2004). Esta glicoproteína, considerada como la 

causante de la mayoría de los casos de alergia a los gatos en 

seres humanos (Ukleja-Sokołowska et al., 2016; Bjerg et al., 

2015), fue encontrada como principal iniciador de las conductas 

del SSD al estimular a los receptores de las neuronas del OVN 

(Papes et al., 2010; Dielenberg y McGregor, 1999; Vazdarjanova 
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et al., 2001). Sin embargo, nuestro experimento no ha 

encontrado la presencia de conductas defensivas ante el 

estímulo impregnado de saliva. Aunque los resultados 

expuestos en el apartado correspondiente solo tienen en cuenta 

la conducta exploratoria y de evitación de los sujetos de nuestra 

muestra, la observación de las grabaciones no muestra en 

ningún animal otras conductas del SSD como la parálisis 

momentánea y la evaluación del riesgo. De hecho, como 

comentábamos anteriormente, la ratio extraída de la medición de 

la VD nos indica una tendencia a encontrar atractivo el estímulo 

de gato frente al control. 

Por otro lado, mediante la conducta de aseo individual de 

los gatos, la proteína Feld1 se transfiere al pelaje. Muchos 

estudios han encontrado la presencia de comportamientos 

defensivos en roedores ante trozos de pelaje (Vazdarjanova et 

al., 2001) o trozos de collares de un tejido absorbente 

(Dielenberg y McGregor, 1999; Rodríguez et al., 2020; Gross y 

Canteras, 2012). Bajo estas observaciones decidimos usar un 

estímulo más complejo para intentar iniciar conductas 

defensivas ante depredador: lecho de gato. Para ello usamos 

una camiseta utilizada durante una semana como cama por un 
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donante castrado. Los ensayos conductuales realizados no 

arrojan diferencias significativas respecto a la exploración del 

estímulo control. Además, como en los experimentos anteriores, 

tampoco encontramos la activación de conductas defensivas en 

nuestra muestra.  

Cabe la posibilidad de que este estímulo funcione 

mediante sensibilización del sistema inmune de los roedores 

más que como una señal que provoque una respuesta innata de 

supervivencia defensiva. Aunque en el estudio de Papes et al. 

(2010) u otros (McGregor et al., 2002; Staples et al., 2008) los 

sujetos utilizados no habían sido expuestos previamente a los 

estímulos de gato cabe la posibilidad de que condiciones 

aleatorias de estabulación en la casa de cría o en el animalario 

del centro de investigación puedan haber expuesto 

inadvertidamente a Feld1 e iniciado el aprendizaje del sistema 

inmune de los roedores.  

Finalmente, la presencia de Feld4 parece ser andrógeno 

dependiente (Ziolenka et al., 1994). Como los donantes de 

nuestros estímulos eran gatos domésticos, estos probablemente 

estarían castrados ya que es una práctica aconsejada 

ampliamente por los veterinarios, comprometiendo así los 
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efectos como kairomonas de nuestras muestras. Sin embargo, 

el estudio del equipo de Vervloet (Ziolenka et al., 1994) no se 

centra en la producción por parte de las glándulas salivares de 

esta proteína, sino que se centra en su presencia en el sebo de 

la piel, siendo este mayor en gatos machos que en hembras 

(Ohman et al., 1983). Además, la producción por parte de las 

glándulas sebáceas de Feld4 se ha demostrado independiente 

de la producción por parte de las glándulas salivares (Dabrowski 

et al., 1990), que como comentábamos anteriormente consistiría 

la principal fuente de esta proteína en gatos. El hecho de que 

una posible kairomona sea andrógeno dependiente posee un 

inconveniente lógico a nivel evolutivo, ya que las hembras de 

gato son también depredadoras y un compuesto producido tanto 

por machos como por hembras es mejor candidato a señal de 

interespecie de depredador que una que solo afecte a un sexo.  

 

Experimento con Estímulo de Rata y 

Conejo 

En este experimento expusimos a una muestra de ratones 

hembra a dos estímulos experimentales en ensayos 
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diferenciados: 1) viruta ensuciada por ratas macho del 

animalario de la Universidad de Valencia de la cepa Wistar y 2) 

viruta ensuciada por un espécimen de conejo (Oryctolagus 

cuniculus domesticus) proporcionada por el mismo animalario.  

La presentación de los estímulos fue realizada mediante 

test de preferencia en las que los sujetos de la muestra fueron 

depositados en la caja de experimentación con la viruta sucia y, 

en el lado contrario, viruta limpia de las mismas características 

(Figura 53).  

Resultados e Interpretación 

En el caso de los estímulos de rata y de conejo dos 

hipótesis de trabajo fueron formuladas:  

 

 

id est, (4) los sujetos experimentales pasarán menos tiempo de 

manera estadísticamente significativa ante el estímulo de rata 

 4.                         TRAT < TN 

& 

 5.                        TORYC < TN 
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que ante el estímulo neutro; y a su vez, (5) no pasarán más 

tiempo ante el estímulo de conejo que ante el estímulo neutro.  

Los resultados de nuestro experimento nos muestran una 

tendencia a la significación por la VI tipo de estímulo (p= 0.60), 

indicándonos un posible efecto de las virutas sucias utilizadas. 

Sin embargo, las ratios de la exploración del estímulo 

experimental frente al estímulo neutro nos permitirían confirmar 

solo la hipótesis cinco referida al estímulo de conejo al presentar 

un valor inferior a 1 (M= 0.451). Sin embargo, la ratio que 

representa la exploración del estímulo de rata no motiva la 

aparición de conductas de evitación, siendo igualmente 

explorada que la viruta limpia (M=1,064). Así pues, ni la 

estadística ni las ratios nos aportan apoyo empírico para 

rechazar la hipótesis nula de la hipótesis referida al estímulo de 

olores de rata, aunque la ratio y las pruebas de comparación de 

medias nos indican una tendencia rechazarla en el caso de la 

hipótesis referida al estímulo de olores de conejo.   

Conclusiones y Discusión 

Las ratas son mamíferos omnívoros que presentan 

conductas predatorias sobre animales más pequeños, incluidos 
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sus parientes lejanos de la especie Mus musculus (Yang et al., 

2004; O'Boyle, 1974; van Hemel, 1975). Al ser animales 

utilizados ampliamente en investigación, su convivencia en 

animalarios ha motivado en parte el estudio sobre los efectos 

que la presencia de las ratas tiene sobre la conducta de los 

ratones para desarrollar guías prácticas de manejo (Greene, 

Redding y Birkett, 2014; Alvarado et al., 2013; National Research 

Council, 2010).  

Ha sido planteado que la conducta predatoria de ratas a 

ratones no es una conducta predatoria, sino una conducta 

agresiva sujeta a aprendizaje (Garbatani et al., 1983). Sin 

embargo, parece que la sola exposición visualización de ratas 

por parte de los ratones al estar en la misma habitación produce 

cambios conductuales y fisiológicos relacionadas con 

respuestas puntuales de estrés (Arndt et al., 2010; Anisman et 

al., 2001). También se ha encontrado una reducción en la 

ingesta de azúcar y un aumento de las conductas relacionadas 

con la ansiedad cuando los ratones están estabulados durante 

largos periodos con ratas (Calvo-Torrent, Brain y Martinez, 

1999). 
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Sin embargo, existe otro grupo de resultados en la 

literatura que pone en duda la existencia de 

estresante/defensivo de los estímulos de rata. Así, Baumans y 

su equipo (Meijer, van Loo y Baumans, 2009) colocaron en la 

misma habitación ratones estabulados con ratas sin encontrar 

efectos en la fisiología de la muestra de ratones. En otro estudio 

en el que se estabulaban en una habitación a unos ratones 

donde tenían a la vista a ratas estabuladas y con acceso a los 

componentes volátiles de las mismas tampoco encontraron 

efectos en el peso corporal o la respuesta de cortisol (Greene, 

Redding y Birkett, 2014). Por otro lado, tampoco se han 

encontrado efectos sobre la reproducción o el desarrollo de los 

ratones de la muestra (Prichett-Corning, Chang y Festing, 2009) 

Sin embargo, una de las limitaciones de los estudios de 

estabulación conjunta de estos animales es que no se permite el 

acceso a los estímulos no volátiles de rata. De hecho, un estudio 

de 2010 determino la importancia del OVN para el desarrollo de 

conductas del SSD ante ratas y, en concreto, la importancia de 

la PUP13 de las ratas, de naturaleza no volátil, para que los 

ratones produzcan conductas defensivas (Papes et al., 2010). 

No obstante, en nuestro experimento expusimos a un grupo de 
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ratones a viruta ensuciada durante al menos una semana por 

ratas macho adultas, permitiendo el contacto directo con esta. 

Esta viruta, además de estar manchada por orina, está 

impregnada de heces y de otros estímulos (de naturaleza 

química volátil y no volátil) potencialmente capaces de ejercer un 

papel como kairomona. Sin embargo, no encontramos ninguna 

tendencia a evitar el contacto con el estímulo ni a desarrollar 

conductas como la congelación o la evaluación del riesgo típicas 

de la conducta de supervivencia defensiva. Además, otros 

estudios no han encontrado, como nosotros, la ejecución de 

conductas defensivas ante la exposición a olores de rata 

(Alvarado et al., 2013) o directamente un espécimen en un test 

de campo abierto (Greene, Redding y Birkett, 2014). 

 Una explicación a la falta de resultados en algunos 

experimentos puede ser la habituación al estímulo de rata por 

parte de los ratones gracias a la cohabitación en la casa de cría 

(Greene, Redding y Birkett, 2014; Prichett-Corning, Chang y 

Festing, 2009). Las conductas de agresión de ratas hacia 

ratones pueden ser completamente eliminadas si las ratas 

conviven con ratones en momentos tempranos de su vida 

(Denenberg, Paschke y Zarrow, 1968). Parece que la reactividad 



 Parte III: Estudios con Kairomonas  

273 
 

de los ratones expuestos a ratas también ésta sujeto a 

aprendizaje (Yang et al., 2004). En nuestros experimentos los 

animales estaban estabulados en el animalario de la Universidad 

de Valencia. Aunque cada especie tiene una habitación diferente 

para guardar las cajas de estabulación, la experimentación con 

ambas especies compartía muchas veces espacios físicos. Por 

lo tanto, es probable que los animales de nuestra muestra se 

hubiesen habituado a los estímulos de rata, siendo estos menos 

efectivos en el ensayo conductual. Sin embargo, esto sería cierto 

para el papel de las posibles quimioseñales volátiles, puesto no 

se dio la condición tal que el contacto directo fuera posible. Aun 

siendo posible esto último, nuestros datos seguirían 

contradiciendo la existencia de kairomonas de tipo no volátil en 

la orina de rata y la dependencia del OVN para el desarrollo de 

conductas defensivas ante estos estímulos, como sugieren otros 

estudios (Papes et al., 2010). 

Por otro lado, en el caso de la viruta sucia de conejo, 

encontramos que la tendencia que muestran nuestros animales 

responde más bien a una cualidad repulsiva de la misma. La 

evitación que encontramos está libre de conductas defensivas 

de supervivencia y los conejos mantienen una estricta dieta 
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vegetariana, por lo que deducimos que no cumple un efecto 

como kairomona. Finalmente, el hecho de que haya sido capaz 

de generar evitación de manera tan consistente da validez 

experimental a nuestro diseño como motivador de conductas de 

evitación cuando el estímulo es efectivo. 

Experimento con Estímulo de Lobo 

En este apartado discutiremos los resultados del último 

experimento de la tesis en el que usamos 2,3,5- Trimetilpirazina 

como estímulo activador de conductas relacionadas con el SSD. 

En este experimento se presentó en el centro de una placa de 

Petri, rodeado por viruta limpia para hacerlo más atractivo, 10 

microlitros del estímulo. La muestra fue expuesta en un test de 

preferencia al estímulo neutro y al lado contrario al estímulo 

experimental (Figura 54). 

Resultados e Interpretación 

Para este experimento desarrollamos la siguiente hipótesis 

experimental:  

 

6.             TPIR < TN 
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es decir, (6) los animales de nuestra muestra pasarán menos 

tiempo cerca del estímulo de trimetilpirazina que del estímulo 

neutro de manera estadísticamente significativa.  

Los resultados del análisis de la conducta de los ratones 

no aportan evidencia experimental para la confirmación de la 

hipótesis 6. Concluimos, por lo tanto, que el estímulo de 

Trimetilpirazina no tiene un efecto estadísticamente significativo 

sobre la conducta de los ratones de nuestra muestra.  

Conclusiones y Discusión 

Los efectos de la orina de Canis lupus sobre el SSD en 

roedores han sido encontrados en varios experimentos (Fendt, 

2006; Osada et al., 2015), así como en otras especies (Severud 

et al., 2011; Parsons y Blumstein, 2010). El equipo de 

Kashiwayanagi (Osada, Miyazono y Kashiwayanagi, 2017) 

determinó que la presencia de pirazinas en la orina de éste era 

suficiente para motivar conductas defensivas en ratones de la 

cepa C57. En concreto la 2,3-dietilpirazina, 3-etil-2,5-

dimetilpirazina, 3-etil-2,5-dimetilpirazina y 2,3,5-Trimetilpirazina 

fueron capaz de iniciar las conductas defensivas de parálisis, 

reducción en la actividad locomotora, conducta de evaluación de 
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riesgos y conductas de evitación. De entre estas cuatro pirazinas 

decidimos utilizar la trimetilpiracina por contar con más respaldo 

experimental en ratones por parte del mismo grupo experimental 

(Osada et al., 2013). 

Sin embargo, en nuestro estudio con ratones hembra C57, 

misma cepa y sexo que la usada por el equipo de Kashiwayanagi 

(Osada et al., 2017), no hemos encontrado ninguna de estas 

respuestas defensivas mencionadas anteriormente. No existe un 

cuerpo amplio de literatura científica usando orina de lobo o 

estos componentes derivados de análogos de la pirazina como 

estímulo de depredador en roedores, probablemente por la 

disponibilidad de estímulos derivados de depredadores más 

directos a estos. La dieta de los miembros de la especie de Canis 

lupus, pese a contener también roedores, tiene en mayor 

proporción miembros de especies pertenecientes al orden 

ungulata (e.g. cabras, ciervos, ovejas, etc.; Torres et al., 2015; 

Capitani et al., 2004; Mengüllüoğlu et al., 2019). Por lo tanto, es 

más probable que las conductas defensivas innatas de los 

ratones se hayan desarrollado a lo largo de la filogenia mediante 

mecanismos evolutivos dirigidos hacia depredadores más 
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habituales, siendo así menos probable que las quimioseñales 

derivadas de lobo sean kairomonas. 

Nuestros resultados, por lo tanto, están en línea con la idea 

de que las pirazinas encontradas por el equipo de 

Kashiwayanagi, en concreto la 2,3,5-Trimetilpirazina, no pueden 

ser conceptualizadas como kairomonas en la relación que 

mantienen los lobos con los ratones. Es probable que la orina de 

lobo provoque activación del SSD por un componente derivado 

de la dieta de animales carnívoros, como la 2-Pheniletilamina, 

que activaría los receptores RATA-4 del OVN (Ferrero et al., 

2011; Fendt, 2006) 

Conclusiones 
 

1. No encontramos comportamientos de defensa en ante 

estímulos procedentes de gato como extracciónes de la 

glándula perianal, saliva de gato o un tejido en abundante 

contacto con un gato.  

2. Tampoco la viruta ensuciada por rata durante una 

semana es suficiente para iniciar conductas defensivas 

en la especie Mus musculus.  
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3. Finalmente, la molécula aislada 2,3,5-Trimetilpirazina 

tampoco parece tener capacidad para activar el sistema 

de supervivencia defensiva.  
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Discusión Metodológica 

En este apartado de la discusión vamos a analizar los 

aspectos prácticos de la parte técnica de los experimentos. Así 

pues, haremos una exposición razonada de elementos básicos 

como la especie y la cepa elegida para realizar la tesis, el 

número de sujetos experimentales, los test conductuales 

realizados, los comportamientos evaluados y, finalmente, los 

estímulos utilizados. 

En primer lugar, vamos a hablar de la especie de animal 

utilizada para llevar a cabo la experimentación y las 

características de la cepa, que tienen que satisfacer los objetivos 

que la investigación persigue. En nuestro caso, la elección de 

una especie de roedores viene dada por la capacidad de 

trasladar los resultados a otros mamíferos que tienen este 

conjunto de especies. Así, los roedores suponen un 42 % del 

total de especies de mamíferos conocidos (Macdinald, 2007) y 

su conducta motivada esta mediada por procesos neuronales 

que implican las mismas estructuras que en seres humanos: 

principalmente la amígdala y el hipotálamo. Otro motivo 

existente para la elección de roedores para realizar estudios 
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neuroanatómicos es su practicidad a como animal de laboratorio. 

Los roedores, en especial las cepas desarrolladas 

especialmente para su uso experimental, representan el uso 

mayoritario de animales en investigación (80% de los 

procedimientos), siendo el ratón (73%) y la rata (6,5%) los 

protagonistas de la mayoría de los procedimientos (Great Britain, 

2016). El alto uso de la especie Mus musculus se justifica por las 

características biológicas de los mismos: su pequeño tamaño 

permite una fácil estabulación y manejo por parte de los 

trabajadores del animalario y del personal investigador; sus 

características reproductivas proporcionan un alto número de 

crías que en un corto periodo de gestación y un rápido destete 

(21 días) alcanzan la madurez sexual a las ocho semanas desde 

el parto (Tirindelli et al., 2007). Otro de motivo práctico son los 

referidos a la investigación previa llevada a cabo por el 

laboratorio de acogida de la tesis, por lo que el conocimiento 

previo de los integrantes y la logística de las instalaciones (e.g. 

jaulas de estabulación, cajas de experimentación, set up 

quirúrgico, etc.) ya se encontraba enfocada para la investigación 

en ratones. En definitiva, por estas razones prácticas y de 
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similitud con el objeto de estudio seleccionamos a la especie 

Mus musculus como animal de laboratorio.  

Las cepas elegidas para los experimentos fueron, como se 

ha comentado a lo largo de la tesis, la CD1 y la C57. La principal 

diferencia entre ambas cepas es que una pertenece a una línea 

no consanguínea (outbred) y la otra, respectivamente, a una 

consanguínea (inbred). Las principales diferencias entre estas 

clases de líneas hacen referencia a la estabilidad e igualdad 

genética de sus miembros. Además, las cepas consanguíneas 

sufren la “Depresión endogámica”, que consiste en una 

disminución de la fertilidad durante el desarrollo de este tipo de 

líneas. Así pues, decidimos usar la cepa CD1 para los estudios 

de atracción a estímulos sexuales por plantearse como sujetos 

más activos y más adecuados para responder a los estímulos 

feromonales. Llegado el momento, decidimos usar la cepa 

consanguínea C57 para aumentar la reactividad ante estímulos 

de depredador y feromonas en general (al tener una conducta 

más cercana a las cepas salvajes o Wild Types respecto a estos 

estímulos; Dell´Omo, Fiore y Alleva, 1994) y ante la observación 

de que era más ampliamente utilizada en la literatura científica. 

Además, la tendencia a la homogeneidad genética de las cepas 
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consanguíneas es un factor que mejora la capacidad de 

reproductibilidad de los experimentos, permitiéndonos así 

obtener resultados conductuales similares a los encontrados en 

la literatura.  

Los sujetos de la especie Mus musculus son animales 

altriciales, es decir, tienen que pasar un periodo de desarrollo 

postnatal para alcanzar la madurez adulta. Referido a nuestro 

caso, es un factor a tener en cuenta que el sistema nervioso y el 

sistema olfativo del ratón tardan al menos ocho semanas en 

alcanzar la madurez sexual (Tirindelli et al., 2009; Doty y 

Kamath, 2014). Por ello, como se pueden observar en las Tablas 

8 y 19, la edad mínima de los ratones de nuestra muestra es de 

ocho semanas, alargando la edad máxima a 30 semanas 

(Aproximadamente 6 meses). Los ratones se reproducen 

durante todo su ciclo vital, siendo este de aproximadamente 

12/18 meses (Great Britain, 2016). Por lo tanto, en los 

experimentos en los que usamos los grupos de mayor 

longevidad, no vemos comprometidos los resultados obtenidos 

debidos al factor edad al ser los estímulos presentados de 

carácter sexual mientras estos todavía son biológicamente 

capaces para la reproducción.   
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En nuestra muestra hemos usado preferentemente sujetos 

hembra para explorar el papel inhibidor de la conducta sexual 

que las señales de enfermedad en orina de macho Mus 

musculus poseen pese a la presencia de D en estas (Lanuza et 

al., 2014). Sin embargo, en otros experimentos, con otros 

objetivos diferentes explicados en los respectivos apartados 

(e.g. reproducir resultados existentes en la literatura), hemos 

combinado una muestra de hembras con una muestra de 

machos. Pese a las diferencias que existen entre machos y 

hembras en las conductas sociales y sus roles ecológicos 

(Wahlsten y Crabbe, 2007), los resultados de nuestros 

experimentos no han arrojado diferencias significativas en la 

conducta ante estímulos de enfermedad o estímulos de macho 

sin tratar con LPS. 

Los test consistieron en test de preferencia o de estímulo 

único. Estos test son adecuados para favorecer la exploración 

de los estímulos presentes en la situación experimental y medir 

la respuesta a los mismos. Las cajas experimentales utilizadas 

eran, aproximadamente, el doble de largas que de anchas 

(250mm x 500mm x 300mm) permitiendo la colocación de 

estímulos aversivos en un extremo de la caja y dando espacio a 
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los sujetos experimentales de alejarse y refugiarse en el otro 

extremo. Además, una pared de metacrilato transparente con un 

hueco en la parte central inferior para permitir el paso fue 

colocada en el centro para ayudar a delimitar las zonas y 

favorecer la “sensación” de seguridad. Esta disposición 

experimental es adecuada para evaluar el comportamiento de 

evitación al registrar el tiempo que los animales pasan en un 

lado u otro de la caja de experimentación. Los animales usan la 

información del espacio referida a los riesgos o beneficios para 

dirigir su conducta (Lima, 1998) y la conducta de evitación ha 

sido usada en ratones ampliamente para evaluar la aversión a 

estímulos de depredador y de congéneres con señales de 

enfermedad (e.g. Apfelbach et al., 2005; Boillat et al., 2015; 

Papes et al., 2010). Sin embargo, la evaluación del 

comportamiento de evitación tiende a ser muy inespecífica, y por 

sí misma no nos habla del estado interno del individuo evaluado.  

Por ello, es aconsejable complementar esta medición con el 

registro de otras conductas más específicas. En el caso de la 

evaluación de las respuestas ante estímulos de depredador 

tenemos las denominadas conductas defensivas (e.g. parálisis, 

comportamiento de evaluación del riesgo, etc.). En los 
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experimentos presentados en la parte III de esta tesis realizamos 

de manera manual la medición de estas conductas, que no han 

sido incluidas en el análisis de los resultados por su 

extremadamente baja incidencia.  

Respecto al método automático de medición de la 

conducta mediante el software “Smart v3.0” (Panlab, Barcelona, 

España), creemos que este posee importantes limitaciones a la 

hora de interpretar la información respecto a la evaluación 

manual por un observador. Por ello realizamos las mediciones 

manualmente en segundas evaluaciones de las grabaciones 

experimentales para confirmar las realizadas por el Smart y 

obtener información más precisa de las respuestas de nuestros 

animales a los estímulos presentados. 

Finalmente, en esta tesis hemos utilizado estímulos que 

varían de más a menos complejidad como quimioseñal. Como 

estímulos complejos hemos usado animales anestesiados, 

viruta ensuciada por animales en sus cajas de estabulación, 

orina de ratón y los componentes químicos aislados de Darcina 

(PUP20 recombinante), Péptidos Formilados (f-Met-Leu-Phe) y 

2,3,5- Trimetilpirazina. La ventaja de usar estímulos complejos 

es el aumento de la potencia de la señal, además de respetar 
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mejor las condiciones ecológicas naturales. Como desventaja 

podemos encontrar un aumento del ruido que suponen otras 

señales presentes en el mismo substrato. Por otro lado, las 

señales químicas aisladas tienen el defecto de carecer de 

intensidad de señal y su falta de validez ecológica, puesto que 

son compuestos artificiales que nunca se presentan de la misma 

forma en ambientes naturales respecto a cómo se presentan en 

el laboratorio. Esta tesis, por lo tanto, ha realizado ambas 

aproximaciones experimentales, dando fiabilidad a los 

resultados extraídos al repetir los mismos resultados con ambos 

tipos de estímulos. 

Discusión Filosófica: 
Hiperrealidad de la Darcina 

Desde el punto de vista del constructivismo científico, las 

ciencias no actúan tan solo descubriendo la realidad, si no que 

al mismo tiempo que van absorbiendo partes de la misma (como 

si las “tragara”; Bueno, 1992) las transforma creando nuevas 

realidades que muchas veces van más allá del mundo 

directamente accesible a nuestros sentidos, o como diría el 

filósofo español Gustavo Bueno, del mundus abspectabilis. Así 
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pues, las ciencias construyen y amplían el mundo, construyendo 

hiperrealidades, que son ampliaciones de la realidad que afecta 

a partes de la realidad no dadas a escala corporal pero que están 

conectadas con esta (Madrid, 2018). Ejemplos de estas 

ampliaciones de la realidad construidas por la ciencia son los 

números reales, los antibióticos, los organismos genéticamente 

manipulados, la noción de población en estadística, el oxígeno o 

el electrón (Bueno, 1992). 

La creación de hiperrealidades viene acompañada con el 

desarrollo técnico que permite su observación y manipulación. 

En el caso del electrón, nuestra capacidad de manipularlo y 

observar sus efectos es indispensable para hablar de la 

existencia real de estos. Así, sin el tubo de rayos catódicos 

utilizado por Thomson en 1897 o el experimento de la gota de 

aceite de Millikan en 1909, no podríamos hablar de la existencia 

de estas partículas subatómicas con más rigor de lo que 

podríamos hablar del eter hipotetizado por el pensamiento 

griego y medieval. Siguiendo al filósofo Ian Hacking, los 

electrones existen porque podemos rociarlos para experimentar 

con ellos (Hacking, 1996; Madrid, 2018). De hecho, la existencia 

y uso de aparatos como el microscopio electrónico de barrido 
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inventado por Erns Ruska en 1936 es una prueba definitiva de 

como una hiperrealidad se amplía al mundus abspectabilis que 

comentábamos anteriormente, dando validez científica a esa 

creación teórica imperceptible. 

Podemos ilustrar la creación y descubrimiento de 

hiperrealidades con el siguiente ejemplo: el descubrimiento del 

tecnecio (su nombre proviene de la palabra griega technètos que 

significa “artificial”). La existencia de este elemento químico de 

la tabla periódica fue predicha con precisión por Dmitri 

Mendeleiev denominándolo Elemento 43 ya que éste debía 

colocarse en el puesto vacante que dejaban el molibdeno 

(Elemento 42) y el rutenio (Elemento 44) en la tabla. Sin 

embargo, no fue hasta el desarrollo de la tecnología de fisión en 

que la creación de este elemento fue posible ya que no existe en 

la naturaleza debido a su gran inestabilidad. En 1936, Emilio 

Segré lo detectó como un subproducto de la fisión del uranio, 

confirmando así la predicción de Mendeléyev. El tecnecio 

demostró ser una hiperrealidad cuando se le pudo otorgar 

realidad material y pudimos producirlo y usarlo. Actualmente lo 

producimos en grandes cantidades con fines médicos, siendo el 
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radioisótopo más usado en la práctica diagnóstica (Emsley, 

2001) 

De la misma manera que la física de partículas y la química 

elemental, las ciencias biológicas han aportado por su lado 

hiperrealidades como lo pueden ser las células, las bacterias, los 

virus o los cromosomas. Ante un posible escepticismo ante estas 

realidades, Carlo Madrid (2018, pp. 236) comenta:  

A finales del XIX, los biólogos podían ser antirrealistas con 

respecto a las bacterias, los virus o los cromosomas; pero, 

hoy día, cuando son diariamente manipulados en 

laboratorios de medio mundo, resulta difícil no ser realista 

para con ellos.2   

En el caso que nos ocupa en esta tesis nos encontramos 

con entidades hiperreales como las feromonas y las kairomonas. 

Tal y como las hemos definido, estas son moléculas utilizadas 

en la comunicación intra (feromonas) o interespecie 

(kairomonas) que provocan una respuesta más o menos 

estereotipada en el individuo receptor (Karlson y Luscher, 1959; 

 
2 El texto continúa comentando esta anécdota: “Así, cierto gobernador 
brasileño del Partido Positivista, crecido en la estela de la doctrina de 
Comte, no creía en la realidad de los gérmenes, por su 
inobservabilidad, y, sin embargo, murió de viruela por no querer 
vacunarse contra ella en torno a 1890.  
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Wyatt, 2014a). La primera feromona descrita en la literatura fue 

el Bombicol en 1959 por el premio nobel de química Adolph 

Butenandt y la colaboración de éste con Peter Karlson condujo 

al desarrollo del concepto clásico de feromona (Karlson y 

Luscher, 1959; Hecker y Butenandt, 1984; Butenant, 1959). Esta 

feromona es secretada por los sáculos laterales abdominales de 

la hembra de la mariposa de la seda (Bombyx mori) y al ser 

detectada por las células olfatorias de los machos de esta 

especie induce la atracción sexual del macho (Xu et al., 2012; 

Sakurai, Namiki y Kanzaki, 2014; Christensen, Mustaparta y 

Hilderbrand, 1989). Como hiperrealidad, se considera una 

quimioseñal de gran potencia, se conocen los comportamientos 

estereotipados que provoca en los machos (Hecker y Butenandt, 

1984), puede ser utilizada con fines prácticos (e.g. atraer a 

machos hacia trampas) y su estructura química ha sido 

caracterizada (Butenandt, Beckmann y Hecker, 1961). Esta 

confluencia de hechos y su poder practico para actuar sobre la 

realidad hace del bombicol una feromona real, dándole a ésta 

estatus de construcción científica demostrada.  

En nuestro caso hemos probado tanto estímulos 

complejos (viruta sucia u orina) como estímulos simples 
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(moléculas aisladas). Las moléculas que hemos estudiado están 

en proceso de validarse experimentalmente como 

hiperrealidades biológicas (véase Figura 55). Más en concreto, 

la Darcina (PUP20), desde su descripción como feromona 

(Roberts et al., 2010; 2012) ha ido acumulando evidencia 

experimental para justificar el nombre que el equipo de Hurst le 

otorgo al nombrarlo como el personaje de la novela Orgullo y 

Prejuicio. Sin embargo, nuestros resultados no apoyan los 

encontrados en el resto de estudios publicados. Como comenta 

Carlos Madrid:  

Para manejarnos con la realidad empleamos analogías y 

esquemas operatorios familiares, pero reconocer su 

importancia no es incompatible con criticarlos allá donde 

su justificación se convierte en metafísica, como cuando 

se aplican al mundo entero. (2018, pp. 365) 

Nosotros interpretamos el nombre mismo de esta proteína 

urinaria como una analogía a la función que se le atribuye. Pero 

consideramos que su universalización (“[…] criticarlos allá donde 

su justificación se convierte en metafísica, como cuando se 

aplican al mundo entero”) aún está por ser demostrada. Si la 

comparamos con la feromona extraída de la hembra de Bombyx 
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mori anteriormente comentada, a nuestro parecer, aún quedan 

bastantes pasos para caracterizar a la Darcina como una 

feromona sexual. A continuación, realizaremos una crítica 

teniendo en cuenta los resultados negativos presentados en esta 

tesis.  

 

  

Figura 55: Representación de las hiperrealidades comentadas en 

el texto, con su representación gráfica y su demostración como 

efectiva en el mundo real. Nótese que la representación gráfica es 

un trazo en un papel que realizamos para aumentar la realidad de 

aquello que estudiamos al escapar a nuestra capacidad visual (el 

mundus abspectabilis). A su vez, señalar que la representación de 

la PUP20 hace referencia a una PUP genérica de ratón. En el 

apartado de demostración se ha intentado enfatizar la falta de 

estatus científico como realidad de la PUP20 
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Primero de todo, desde un punto de vista metodológico, 

nosotros hemos analizado la posición de los especímenes de 

ratón en la caja experimental en un test de preferencia (véase 

Figura 20) que enfrentaba estímulo neutro con D. Como 

comentamos en el apartado anterior de esta discusión, la 

conducta de evitación/atracción es un indicador robusto, aunque 

inespecífico, de interés hacia el estímulo. Sin embargo, por esa 

inespecificidad, debemos de mirar con más detalle la conducta 

del animal y los datos. En el artículo publicado en 2010 en el que 

el equipo de Jane Hurst bautizo a la PUP20 como Darcin, 

llamado Darcin: a male pheromone that stimulates female 

memory and sexual attraction to an individual male's odour 

(Roberts et al., 2010), utilizaron un test de comportamiento en el 

que median el tiempo en segundos que los ratones hembra 

pasaban bajo el estímulo olfativo. El estímulo olfativo estaba 

colocado a una altura que permitía el contacto directo con las 

quimioseñales no volátiles del mismo. Los resultados son 

estadísticamente significados, aunque consideramos que los 

tiempos que muestran las gráficas ponen en duda la robustez 

del resultado.  
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Así, los ensayos conductuales realizados en este artículo 

son de 600 segundos. Los tiempos aproximados extraídos de las 

gráficas de exploración a la PUP20 recombinante frente a un 

estímulo control son de 9,5s y 5,5s respectivamente. Si lo 

convertimos a porcentaje de tiempo explorado respecto del total 

del ensayo encontramos que la exploración es de 1,6% hacia la 

r-PUP20 frente a un 0,92% del estímulo control, una diferencia 

de 0,7% en la exploración.  

En otro artículo de publicación más reciente en la revista 

Nature titulado The pheromone darcin drives a circuit for innate 

and reinforced behaviours (Demir et al., 2020), casi 10 años 

después del bautizo de Darcin y en colaboración con Jane Hurst, 

se encontró que entre las conductas estereotipadas que 

promueve la exposición a D están el cambio en la conducta de 

vocalización (en el número total de vocalizaciones y su 

frecuencia acústica) y en la conducta de marcaje con orina (con 

mayor número de marcas y de menor tamaño que en la zona del 

estímulo control). Sin embargo, para llegar a estos resultados 

tuvieron que exponer a los animales a ensayos en cajas de 

experimentación durante un tiempo de 50 a 100 minutos. 

Nosotros sacamos la conclusión, teniendo en cuenta estos 
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artículos, que el poder como feromona de la D es limitado, 

cuestionando entonces la conceptualización realizada sobre la 

misma y su estatus como realidad científica.  

Otro concepto metodológico que debería de cuestionarse 

es la validez de constructo de las variables conductuales que 

analizamos. Los mamíferos tienen un amplio repertorio 

conductual, y muchas de estas conductas pueden hacer 

referencia a varios estados internos. Un ejemplo intuitivo lo 

podemos encontrar en los seres humanos. El manual de 

diagnóstico de enfermedades mentales está desarrollado en 

base a síntomas posibles, algunos de ellos coincidentes entre 

trastornos y otros pertenecientes a la conducta normal. Así, en 

una de las reuniones para el desarrollo de criterios diagnósticos 

entre el DSM II-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental 

Disorders) y el DSM III de la Asociación Americana de 

Psiquiatría hubo criterios sintomáticos descartados de entre los 

propuestos porque los expertos psiquiatras reunidos 

argumentaban padecerlos personalmente (Davies, 2014). 

Ampliando el ejemplo, en los seres humanos hay conductas 

depresivas que tradicionalmente se han colocado en el ámbito 
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de la moral, como las conductas de inactivación por depresión 

que han sido (y son) tratadas como vagancia y falta de voluntad. 

En el caso de la experimentación con Mus musculus 

encontramos conductas de mayor a menor especificidad. Así, en 

la tercera parte de la tesis, dedicada a las conductas del sistema 

de supervivencia defensivo, describimos las conductas 

defensivas de parálisis y la conducta de evaluación del riesgo. 

Sin embargo, en el caso de la atracción sexual no encontramos 

ningún comportamiento tan saliente como estos. De hecho, la 

variable dependiente (VD) de los experimentos que miden 

atracción suele ser el tiempo que el animal pasa cerca de un 

estímulo atractivo. Esta VD, sobre todo cuando es medida con 

métodos automatizados de análisis de conducta, puede dar a 

entender una atracción que no existe y no estar determinada por 

la situación experimental creada. Así, un animal podría estar 

más tiempo en una zona por el simple hecho de ser valorada 

como una zona más segura por el mismo o evaluarla con más 

probabilidades de escape de la estresante situación 

experimental.  

Además, la validez ecológica de estas observaciones es 

un factor que compromete la interpretación de los resultados. 
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Siguiendo a Gustavo Bueno (Bueno, 1992) en su idea de la 

verdad sintética en la ciencia, para que una realidad biológica se 

consolide debe de existir coherencia en la intersección de las 

observaciones de las distintas ciencias biológicas. Es decir, en 

el caso de la validez etológica, las respuestas conductuales 

encontradas en el laboratorio deberían de ser corroboradas por 

observaciones etológicas realizadas en entornos lo más 

naturales posibles.  Bueno comenta que el conocimiento primero 

que encontramos en las verdades de manera intelectual (Ordo 

cognitum) ya asentadas muchas veces lo obtenemos mediante 

las sensaciones (Ordo essendi). Así, el etólogo actúa como el 

médico que parte de los síntomas para diagnosticar una 

enfermedad. Comenta Bueno (2016):  

“¿Cuáles son los primeros indios de una crisis? ¿cuáles 

son los primeros síntomas de una enfermedad?  Calor, 

Dolor, Rubor, Tumor”. El tumor será la causa de los otros 

síntomas; pero no por ello es el primer conocido del 

proceso, porque acaso el primer síntoma es dolor, aunque 

también este puede ser una falsa alarma, y, en realidad, 

su condición de síntoma cierto depende de la realidad de 

tumor, que acaso en el primer momento ni siquiera existe” 



 Parte IV: Discusión General 

301 
 

Podemos decir pues que el análisis de la conducta por 

parte del investigador pertenece al ordo essendi y que 

investigaciones ulteriores nos harán comprobar lo apropiado de 

alcanzar un conocimiento verdadero. El papel que el análisis 

automatizado puede llegar a tener sobre la conducta burdifica un 

correcto análisis, convirtiendo así las conclusiones extraídas de 

esta en un Primum cognitum no veraz que afectará a las 

conclusiones del estudio.   

La ciencia, desde un punto de vista material y no 

metafísico, es una actividad humana que posee una serie de 

contextos sociales que van modulando la actividad de los 

científicos. Sin caer en el antirrealismo derivado de la sociología 

del conocimiento científico (véase Madrid, 2018), podemos 

hablar siguiendo al sociólogo de la ciencia Bruno Latour que el 

asentamiento de entidades científicas (id est, hiperrealidades, 

como el fermento del ácido láctico descubierto por Louis Pasteur 

en 1857) requiere de un proceso histórico de “estabilización de 

la entidad” que ha de superar el “drama ontológico” de la 

construcción científica (Latour, 2001). Es decir, siguiendo el 

ejemplo de Pasteur, es necesario un laboratorio con una 

determinada tecnología (contextos determinantes de los 
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descubrimientos científicos ya que son sine qua non), unos 

ingredientes (en este ejemplo, la levadura de cerveza), de 

acciones practicas (gestos propios de la experimentación en un 

laboratorio de química) y de observaciones de los resultados, 

entre otros. Pero, además, es necesaria una comunidad 

científica, una Academia de las Ciencias, una sociedad, etc. 

Siguiendo a Carlos Madrid (2018, pp. 248) 

“El bricolaje científico articula proposiciones y cosas en 

una red, que cuando se estabilizan otorga una existencia 

relativa (no eterna) al fermento. Y esta articulación se 

hace, obviamente, en la historia, pues se radia a partir de 

un lugar o de un tiempo concretos.” 

Así, retomando el estatus científico de la PUP20, debemos 

de ser conscientes de que su reconocimiento actual en la ciencia 

puede ser debido a factores sociológicos que han de 

compensarse (es decir, estabilizarse) con el paso del tiempo. 

Existen, pues, entretejidos con la investigación científica, dos 

sesgos que pueden enturbiar las conclusiones extraidas de los 

resultados experimentales. En primer lugar, el fetichismo de la 

mercancía y la tendencia a la publicación de resultados positivos 

en las revistas científicas de revisión por pares. Así, el fetichismo 
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de la mercancía, que es la focalización a la materialización en 

forma de producción de literatura científica y el factor de impacto 

de la misma provocaría un sesgo en los propios resultados y una 

exageración en sus conclusiones (Madrid, 2018). Por ejemplo, 

la exageración de la diferencia encontrada en los experimentos 

del artículo de Roberts y colaboradores (2010) y el bautizo 

hiperbólico de la PUP20, literaturizando una proteína presente 

en la orina de ratón con el nombre de un personaje de novela 

romántica inglesa de principios del siglo XIX. Por otro lado, el 

sesgo de confirmación crearía un efecto en la literatura científica 

que mostraría una confirmación general de los efectos 

conductuales de la Darcina al complicarse la publicación (i. e. la 

socialización) de resultados científicos contrarios a la hipótesis 

de la PUP20 como feromona sexual en ratones.  

En conclusión, respecto a la Darcina no podemos 

mantenerla como entidad motivadora principal de la conducta de 

atracción en ratones, al contrario de lo que fue propuesto por 

Hurts y su equipo en 2010 o como su pomposo nombre nos daría 

a entender. Como diría Gustavo Bueno (1992), “no hay 

descubrimiento sin justificación”, esto es, no hay descubrimiento 

sin comprobación ulterior. Nosotros proponemos, a la vista de 
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nuestros resultados, que esta justificación ulterior de las 

características de la D no existe o en el mejor de los casos 

muestra un panorama incompleto de la PUP20. Asimismo, 

teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el resto de 

experimentos presentados, habría que revisar el estatus 

otorgado actualmente a las señales de enfermedad y a las 

kairomonas que hemos usado como estímulos.   

Múltiples determinantes de la 
Conducta Sociosexual  
 

La conducta social requiere, siguiendo la metáfora que 

asemeja los sistemas nerviosos con un ordenador, la realización 

de una toma de decisiones (O'Connell y Hofmann, 2012) en la 

que se realiza la integración de diferentes fuentes de información 

sobre los estados internos del sujeto y las amenazas/beneficios 

sobre la homeostasis del organismo (véase Figura 1; Chen y 

Hong, 2018). Así, la conducta de reproducción en roedores 

requiere la integración sensorial de varios tipos de estímulos 

para que se produzca: estímulos olfativos como las 

quimioseñales propias de cada sexo; estímulos auditivos como 
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las ultravocalizaciones específicas del cortejo sexual (Portfors, 

2007); estimulación háptica previa al inicio de la copula. Esta 

necesidad de integración de señales debe de estar coordinada, 

en las conductas sociales, por al menos dos individuos que 

interactúan en un mismo medio. 

En esta tesis nos hemos centrado en las quimioseñales 

olfativas que inician conductas de atracción y o de evitación. 

Pero nuestros experimentos han sido diseñados bajo la hipótesis 

de que el estímulo mismo bastaba para el desarrollo de estas 

conductas. Sin embargo, nuestros resultados son negativos para 

las hipótesis principales que manejábamos. En el apartado 

anterior hablábamos sobre el estatuto ontológico de la PUP20, 

la Darcina, como feromona. En la literatura podemos encontrar 

casos similares en los que se pensaba que una sola molécula 

podía controlar la conducta sexual de alguna especia. Es el caso 

de la llamada Copulina, presente en las secreciones vaginales 

en la especie Macacus rhesus y que inicia comportamientos de 

cópula en machos (Michael y Keverne, 1968; 1970). Sin 

embargo, el comportamiento de cópula no se extingue ante la 

extirpación de los bulbos olfativos, indicando que la copulina no 

sería más que una señal más dentro de un amplio repertorio de 
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señales que son integradas por los machos de los monos 

Rhesus antes de iniciar la conducta reproductiva.  

Pero también existen una serie de variables internas 

propias del sujeto que modulan el desarrollo o no de 

determinadas conductas. Uno de estos factores es la madurez 

de los individuos. En el caso de los ratones, se ha comprobado 

que la misma molécula puede conducir a diferentes conductas 

según se ha dado la madurez sexual. En el caso de los ratones 

macho, no es hasta la pubertad que responderán con conductas 

agresivas ante estímulos procedentes de otros machos, sin 

responder a estos previamente a los cambios organizativos de 

las hormonas durante este periodo (Sano et al., 2016; Sisk y 

Zerh, 2005). En los seres humanos, durante la fase del ciclo vital 

denominada adolescencia, se producirán cambios 

comportamentales que presentan un aumento de búsqueda de 

sensaciones y toma de riesgos (Compas, Connor-Smith y Jaser, 

2004; Balzer et al., 2015). Desde un punto de vista 

neuroanatómico se ha encontrado en humanos y otros primates 

una reducción en la actividad de la corteza insular y un aumento 

de la actividad del sistema de refuerzo y de la actividad 

dopaminérgica durante la etapa de la adolescencia (Bashkatov 
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y Garipova, 2022). A esto se hay que sumarle los cambios 

durante este periodo vital en el funcionamiento de la corteza 

prefrontal, relacionada con diversos aspectos de la conducta 

socio-sexual, incluido las conductas de evitación de enfermedad 

(Lesnack et al., 2022). 

Así pues, un mismo individuo puede tener diferentes 

conductas ante los mismos estímulos (o ante la misma situación 

experimental) dependiendo de variables como el sexo, el estado 

reproductivo o incluso experiencias previas que hayan supuesto 

aprendizaje (Stowers & Liberles, 2016; Anderson, 2016; Chen y 

Hong, 2018). Se ha comprobado que las preferencias sexuales 

por olores del sexo opuesto pueden ser modificadas incluso en 

la edad adulta (véase Martinez-Garcia et al., 2008). De hecho, la 

preferencia de olores de hembras en estro parece que es en 

parte resultado del contacto con estas en edad adulta por parte 

de ratones machos (Carr, Loeb y Dissinger, 1965; Doty y 

Dunbar, 1974; Le Magnen, 1951). 

Un ejemplo de efecto complejo sobre la conducta lo 

encontramos en la relación de los estrógenos y las reacciones 

de estrés y ansiedad en roedores (Le Moëne y Agmo, 2018). Se 

ha encontrado un efecto de los estrógenos en roedores 
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ovariectomizados en situaciones experimentales ansiogénicas 

como el laberinto elevado en cruz, aumentando estos el tiempo 

que los sujetos pasaban en los brazos abiertos del mismo 

(Nomikos y Spyraki, 1988) o en el centro de una caja de 

experimentación abierta (Walf y Frye, 2007). Aunque se ha 

interpretado, por lo tanto, un efecto tranquilizador del estrógeno, 

otros estudios no han encontrado este efecto en situaciones 

similares (Martinez-Mota et al., 2000; Walf y Frye, 2008) o han 

encontrado aumento de las respuestas de ansiedad (Mora, 

Dussaubat y Díaz-Véliz, 1996). Es decir, parece que la 

modulación de la ansiedad por parte del estrógeno presenta de 

por si una relación compleja, abriendo la puerta a la existencia 

de otros factores que influyan en esta relación. De hecho, se ha 

propuesto como hipótesis que el efecto ansiolítico de los 

estrógenos dependería de la percepción del ambiente como 

seguro o amenazante, siendo ansiolítico en el primer tipo y 

ansiogénico en el segundo (Mora, Dussaubat y Díaz-Véliz, 

1996). Sin embargo, esta hipótesis aún requiere de confirmación 

(Le Moëne y Agmo, 2018). 

Kavaliers y su equipo apuntan a la importancia de los 

estrogenos en la conducta social de roedores (Ervin et al., 2015). 
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Así, mantienen la hipótesis de que los receptores de estrógenos 

ERα, ERβ y GPER1 tendrían un papel en las conductas de 

evitación a enfermedad (entre otros comportamientos sociales 

mediante su presencia en la Me (Lymer et al., 2018) y la 

influencia en la síntesis y liberación de oxitocina en ésta por 

parte de los receptores ERβ y GPER1 (Kavaliers et al., 2022; 

Ervin et al, 2015; Aspesi y Choleris, 2022). Por otro lado, la 

progesterona también ha sido relacionada con la expresión de 

comportamientos sociosexuales, mostrando incluso diferencias 

de sexo al haber sido implicada en un aumento de la evitación 

de patógenos y sustancias tóxicas en la llamada Teoría de la 

Compensación Profiláctica (Fessler, Eng y Navarrete, 2005; 

Fleischman y Fessler, 2011) mostrando en mujeres un aumento 

de estas conductas en los momentos del ciclo menstrual de 

mayores niveles de progesterona. Además, en ratones hembra, 

la administración de progesterona aumenta la evitación de 

machos que presentan síntomas de infección, aunque el 

reconocimiento social también se vio afectado (Kavaliers et al., 

2021) 

Sin embargo, nuestros resultados en el estudio de viruta 

controlando las fases del ciclo estral presentados en la Parte II 
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de esta tesis ponen en entredicho la afirmación de que las 

hormonas relacionadas con el ciclo estral son necesarias para la 

presencia de conductas de atracción hacia feromonas 

masculinas, como ya encontramos en otros experimentos 

(Moncho-Bogani et al., 2002 y 2004). Por otro lado, también hay 

evidencia contraria a la hipótesis del efecto de la progesterona 

en la conducta de evitación de hembras hacia machos con 

enfermedad (Stern y Shiramizu, 2022). En conclusión, la 

influencia que posee la fluctuación de las hormonas durante el 

ciclo estral en la conducta social, así como de sus mecanismos 

neuronales de acción, requiere mayor investigación con un 

desarrollo de hipótesis sobre su influencia que recoja la 

multicausalidad que la conducta social de los mamíferos posee.  

Por otro lado, desde un punto de vista evolutivo, las 

feromonas son sustancias usadas para la comunicación 

intraespecie. Probablemente, cuanto más podamos definir 

una especie como social, mayor información transmitirá a 

través de éstas. En esta tesis hemos tratado en las partes II y 

III de cómo afectan las feromonas, las señales de enfermedad 

y las señales de depredador (kairomonas) en la conducta de 

individuos de la especie Mus musculus. Aunque el sentido 
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para la supervivencia del organismo de la respuesta a las 

kairomonas está claro, consideramos que la explicación del 

significado adaptativo de la evitación de conespecíficos con 

enfermedad (Penn et al., 1998), no lo está tanto. Así, la 

enfermedad no está definida como un todo o nada 

(McWhinney, 1987) y no sería óptimo que la respuesta ante 

la presencia de señales de enfermedad también lo sea. En un 

entorno natural, el contacto con patógenos es mayor, 

aumentando así la probabilidad de padecer en cierto grado un 

estado de salud comprometido. La evitación inmediata de 

estos congéneres enfermos no graves no es necesariamente 

una buena opción. Por ello, creemos que en el caso unas 

hipotéticas feromonas de enfermedad el procesamiento 

neuronal es más complejo y proponemos un modelo más 

probabilístico que determinista para valorar sus mecanismos 

actuación. En el caso de la detección de congéneres que 

padecen algún grado de enfermedad, consideramos que, al 

contrario que la respuesta de evitación desencadenada por 

señales de depredador, existiría un umbral en el cual se 

necesitaría una alta activación de las neuronas receptoras 
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para provocar una respuesta de evitación. En el caso 

contrario, las señales de enfermedad serían una especie de 

señal informativa no aversiva que no evitaría el acercamiento 

y así, en un entorno natural, nos encontraríamos con un 

mecanismo que no es “todo o nada”, sino más bien una 

cuestión de grado en la que debajo del umbral de activación 

el estímulo no sea más que una señal de individualidad que 

favorezca el reconocimiento. 

Los resultados obtenidos en los experimentos expuestos 

en esta tesis pueden señalar problemas de validez ecológica 

debido a la artificialidad del entorno experimental.  El entorno 

natural donde tienen lugar las interacciones entre los individuos 

de la especie Mus musculus es muy diferente al contexto creado 

para la comprobación de las hipótesis conductuales 

desarrolladas en esta tesis. Ecológicamente, los ratones 

conviven en un ambiente donde la interacción entre señales 

(como las feromonas y las kairomonas) y los individuos que las 

secretan y los que las detectan, así como sus conductas, son 

muy complejos. Como podemos observar en el caso de nuestros 

experimentos con el estímulo complejo viruta de macho, en los 

que al enfrentar la viruta de macho sano contra el estímulo de 
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viruta manchada por hembra en el test de preferencia los sujetos 

de la muestra tienden a pasar más tiempo cerca del primero 

(véase Figura 38), pero sin embargo al enfrentar en otro 

experimento viruta de macho sano con un estímulo neutro (viruta 

del mismo tipo, pero limpia) esta atracción desaparece (véase 

las ratios de las Figuras 40 y 41). Una posible explicación de 

estos resultados dispares es que estas señales tendrían 

diferentes significados para los individuos dependiendo de 

factores contextuales externos (competición con otras señales; 

estacionalidad de las conductas; etc) y de factores internos 

(estados motivacionales que priman sobre la conducta objetivo, 

etc). 

Los resultados de esta tesis apuntan a la necesidad de 

comprender la conducta animal como el resultado de diversos y 

complejos procesos de evaluación (automáticos o dirigidos) de 

estímulos procedentes del exterior y estados motivacionales 

internos. Al analizar estas conductas en el laboratorio intentando 

controlar las variables para reducir el error probablemente 

estemos creando nuevas fuentes de incertidumbre que 

aumentan la varianza estadística haciendo los resultados 

obtenidos menos confiables. No sabemos entonces si lo que 
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observamos en nuestros animales de experimentación es la 

conducta que queremos estudiar o una “representación” de lo 

que debería ser. Como concluyen Kavaliers y su equipo (2022):  

“Investigations of the proximate neural and 

neuromodulatory mechanisms associated with pathogen 

avoidance under naturalistic and semi-naturalistic 

environments, such as those examining sickness 

behaviour and sexual and neuroendocrine responses, are 

needed [8,104,105]. A related question is how might a 

changing environment impact on neuromodulatory 

mechanisms and pathogen avoidance? Endocrine 

disrupters, pollutants and climate change may alter both 

hormonal levels (e.g. sex steroids and glucocorticoids) 

and sensory perception and integration.”  

La perspectiva de experimental de Le Moëne y Agmo 

(2018), de la universidad de Tromso en Noruega consiste en la 

idea de que para el entendimiento del funcionamiento de 

variables que influyen en la conducta social (como la influencia 

de las hormonas del ciclo estral en la conducta copulatoria) hay 

que aumentar la validez externa de los experimentos. Para ello 

realizan experimentos de laboratorio en los que intentan imitar 
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las condiciones naturales en las que los animales desarrollan en 

la naturaleza la conducta objetivo de medición. Por ejemplo, en 

el caso de las conductas reproductivas en ratas, ellos diseñaron 

una situación experimental en la que hay grupos con varios 

machos y hembras y lugares donde las ratas hembra puedan 

esconderse de otros miembros del grupo. Denominan a este 

ambiente experimental “diseño de ambiente seminatural” (Le 

Moëne y Ågmo, 2018; Chu y Ågmo, 2014; Chu y Ågmo, 2015b; 

Chu y Ågmo, 2015a; Chu y Ågmo, 2016). Así, concluyen 

respecto al análisis que se suele realizar en los experimentos de 

conducta animal: 

“The frequency or duration of behavioural items give only 

a rudimentary description of behavior. Behavior patterns 

are displayed in a continuous flow, and the sequence of 

behavior is completely ignored in frequency and duration 

analysis […] In nature, rats live and copulate in groups, 

and most of their activities are localized within the well-

know home range. These characteristics are preserved in 

the seminatural environment but entirely absent in most 

other test” (pp. 175) 

Concluimos, por lo tanto, que hasta que los experimentos 

no sean llevados a cabo en estados naturales no podremos 
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hablar de haber desenvuelto el entresijo que supone la conducta 

social en animales, ya no digamos en los seres humanos. Se 

requiere, por lo tanto, de un nivel de validez externa alto para 

poder sacar conclusiones generales que nos permitan trasladar 

los resultados a futuros trabajos que nos ayuden a entender la 

conducta social de los seres humanos.  
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Conclusiones Generales 

1. Los resultados nos indican un efecto nulo de los estímulos 

utilizados. Los modelos de viruta y orina con 

Lipopolisacarido de Escherichia coli 0111:B4 en 

orina o viruta, así como de kairomonas de gato, rata 

y lobo que hemos utilizado no han tenido efecto 

sobre la conducta en un análisis cualitativo 

(conductas estereotipadas de la especie como la 

parálisis por miedo (“Freezing”) o la exploración del 

riesgo (“Risk assesment”)) ni tampoco en la 

variable cuantitativa que hemos utilizado en este 

doctorado “ Tiempo en el área del estímulo”. 

2. Por otro lado, en los experimentos de preferencia de orina, 

nuestro diseño experimental nos indica una 

atracción hacía los componentes volátiles de la 

orina de macho tratado con LPS. Esta preferencia 

se muestra cambiando diferentes condiciones 

experimentales como el tamaño de la caja (250mm 

x 500mm x 300mm vs 895mm x 150mm x 300mm), 
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la cepa (C57B/6JR vs SWISS RjOrl: SWISS) o el 

experimentador encargado del manejo de los 

animales.  

3. A la vista de nuestros resultados en el experimento de 

usando Darcina y Péptidos Formilados y de la 

metodología utilizada tanto por nosotros como en 

experimentos de otros laboratorios, consideramos 

que la PUP20 no se asienta en unos pilares 

metodológicas adecuadas para justificar su estatus 

como hiperrealidad con capacidades de feromona. 

4. Asimismo, los resultados obtenidos en los experimentos en 

los que usamos kairomonas de gato, rata y  2,3,5-

Trimetilpirazina nos permiten justificar la existencia 

como hiperrealidad de señales intraespecie en las 

fuentes de quimioseñales utilizadas.  

5. Finalmente, la conducta en general, y sociosexual en 

particular, está influida por una multitud de factores 

que se relacionan de forma compleja en roedores y 

en otros mamíferos. En base a esto, señalamos la 

importancia de la intersección de varios niveles de 
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análisis (e.g. etológico U bioquímico U evolutivo U 

molecular, etc.) llegando más allá del contexto del 

laboratorio para elaborar conclusiones certeras 

sobre conductas complejas.  
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